ACTA 
VITAMINOLOGICA 


ANNO QUINDICESIMO 


PUBBLICAZIONE BIMESTRALE - AGOSTO 1961 


FASCICOLO 


ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI ROMA 
CENTRO DI ENZIMOLOGIA DEL C.N.R. 
(Direttore: Prof. A. Rossi-Fanelli) 


Rapporti fra struttura e funzione 


nella glutamico-aspartico transaminasi 


P. FASELLA 


Numerose discipline si interessano agli en- 
zimi: chimici, fisici, chimici organici, botanici, 
genetisti, metabologhi, zoologhi, farmacologi, 
patologi, clinici studiano gli enzimi con in- 
tenti, preparazione e metodi diversi. 

La enzimologia pura deve molto alle ricer- 
che compiute da studiosi di discipline limitrofe. 
In questa sede sorge spontaneo un esempio vi- 
cino al nostro tema: le ricerche sulla escre- 
zione dell’acido xanturenico, un metabolita del 
triptofano scoperto da Musajo nel 1935 (1) 
hanno per la prima volta attirato l’attenzione 
degli studiosi sulla possibile relazione tra vita- 
mina B, ed enzimi connessi con il metabo- 
lismo proteico [vedere anche Chiancone, 
1950 

Le nostre conoscenze sulla struttura degli en- 
zimi e sul meccanismo della loro azione cata- 
litica sono ancora molto scarse ed una teoria 


Conferenza tenuta nell’Istituto di Chimica Farma- 
ceutica dell’Universita di Padova, il 17 marzo 1961 
su invito della Sezione Veneta della Societa Chimica 
Italiana. 


generale non é facilmente formulabile a causa 
della frammentarieta dei pur numerosi dati 
sperimentali che riguardano gli enzimi. Per 
una comprensione globale del meccanismo di 
azione degli enzimi é necessario che, per il 
pitt vasto possibile numero di enzimi diversi, 
si studino sistematicamente le proprieta chi- 
miche, fisico-chimiche, e funzionali 
e, cosa molto importante, che i dati sperimen- 
tali siano ottenuti con tecniche ben standardiz- 
zate, cosi che il necessario paragone tra i risul- 
tati pubblicati da diversi ricercatori su enzimi 
diversi non sia aleatorio. 

in base a queste considerazioni e nel qua- 
dro degli studi sui rapporti tra struttura e fun- 
zione biologica di proteine ed enzimi, perse- 
guiti nel Laboratorio di Biochimica di Roma 
che il nostro gruppo di ricerca ha iniziato, or- 
mai da alcuni anni, uno studio sistematico sui 
rapporti tra struttura e funzione di un enzima, 
la glutamico-aspartico transaminasi. E questo 
un sistema enzimatico che catalizza la seguente 
reazione reversibile: 
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E stato scelto questo enzima perché il nostro 
gruppo gia si era occupato di reazioni di tran- 
saminazione « modello». Sono questi sistemi 
nei quali la reazione enzimatica ¢ riprodotta, 
se pur a velocita molto minore, in presenza 
del solo gruppo prostetico dell’enzima. Nel 
caso delle transaminasi tale gruppo é il piri- 
dossale-5-fosfato (PLP) o la piridossamina-s- 
-fosfato (PMP). 

Snell e¢ la sua Scuola (3), che per primi stu- 
diarono queste reazioni, supposero che la rea- 
zione avvenisse attraverso la formazione di 
una base di Schiff tra il gruppo aldeidico del 
piridossale fosfato ed il gruppo aminico del- 
Paminoacido. 

Noi abbiamo analizzato a vari tempi le mi- 
scele di reazione secondo Snell con tecniche 
cromatografiche ed elettroforetiche da noi ela- 
borate (4). Si é potuto cosi mettere in evidenza 
la formazione dei due composti intermedi per 
ogni reazione. Uno dei composti ¢ intensa- 
mente fluorescente. I composti sono stati poi 
isolati in quantita apprezzabile mediante elet- 
troforesi preparativa su colonna. Gli spettri 
di assorbimento e le proprieta chimiche hanno 
indicato trattarsi di basi sf Schiff chelate, rispet- 
tivamente tra piridossale fosfato ed amino- 
acido tra fosfato e chetoacido. 
La partecipazione dei composti alla reazione ¢ 
stata dimostrata in vario modo. Per riscalda- 
mento i composti intermedi si trasformano 
uno nell’altro e nei prodotti terminali. Nella 
fase iniziale della reazione la concentrazione di 
uno dei composti intermedi (determinabile 
fluorimetricamente) é proporzionale alla velo- 
cita della reazione. L’ordine di formazione dei 
composti intermedi nella transaminazione tra 
piridossale fosfato ed aminoacido é l’inverso 
dell’ordine di formazione dei composti nella 
reazione tra piridossamina fosfato e cheto- 
acido. 

Uno studio di variazione continua ha dimo- 
strato che i rapporti base di Schiff/metallo 
sono di 2:1, per i composti non fosfati, e di 1:1 
per i composti fosfati. I risultati ottenuti in 
questa serie di lavori hanno fornito una dimo- 
strazione sperimentale diretta alla ipotesi di 


146 


glutamato + ossalacetato = aspartato + 2-chetoglutarato 


Snell e di Braunstein (3, 5) sul meccanismo 
di azione della transaminazione « modello ». 

E noto che secondo questa teoria la forma- 
zione di una base di Schiff tra piridossale ed 
aminoacido, chelata da un adatto jone metal- 
lico, favorisce lo spostamento di elettroni da 
uno dei legami imu di C alfa dell’ami- 
noacido mi inizia una delle numerose reazioni 
catalizzate dal piridossale; il pH pué deter- 
minare la odie di un tipo di reazione su 
un’altra. Questa ipotesi é stata saggiata speri- 
mentalmente da noi, studiando, in opportune 
condizioni, i prodotti di scissione dela base 
di Schiff piridossale-L-alanina a diversi pH: a 
pH acidi prevalgono prodotti di transamina- 
zione, mentre a pH alcalini prevalgono i pro- 
dotti di racemizzazione (L e D-alanina) (6). 

Dalle reazioni modello la nostra attenzione 
si é portata su una reazione enzimatica vera e 
propria. La prima ea di questo studio ¢ 
stata la preparazione di una transaminasi pura; 
abbiamo scelto la glutamico-aspartico transa- 
minasi. I] problema della purificazione é stato 
risolto, in collaborazione con I’Istituto di Chi- 
mica Biologica dell’Universita di Uppsala, 
mediante precipitazione frazionata con ace- 
tone, cromatografia su cellulosa a scambio jo- 
nico ed elettroforesi preparativa su colonna 
(7, 8). La purezza della preparazione enzima- 
tica cosi ottenuta é stata accertata con vari cri- 
teri (omogeneita all’elettroforesi in fase libera 
ed all’ultracentrifuga, corrispondenza tra il 
peso molecolare determinato per via chimica 
e per via fisico-chimica, ecc.). Questi studi 
hanno anche permesso una prima caratteriz- 
zazione dell’enzima: il peso molecolare all’ul- 
tracentrifuga é risultato 110.000; il peso mole- 
colare chimico (grammi di proteina per mole 
di coenzima) = $8.000; cid significa che pro- 
babilmente l’enzima é un dimero. 

Accertata la purezza della preparazione, ci 
siamo posti il problema della natura del legame 
tra coenzima ed apoenzima. Precedenti studi 
di altri Autori (3, 5) indicavano come impor- 
tanti in questo legame la interazione tra il 
gruppo fosforico del coenzima e la proteina 
e tra il gruppo aldeidico del piridossale fosfato 
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ed un gruppo aminico della proteina. Un nostro 
studio sulle proprieta spettrofluorimetriche del- 
l’enzima in funzione del pH (9) ha confermato 
queste conclusioni dei precedenti Autori ed ha 
inoltre messo in evidenza una probabile inte- 
razione tra azoto piridinico del coenzima e pro- 
teina apoenzimatica. Questa interazione sa- 
rebbe particolarmente importante nello stabi- 
lizzare il legame tra il gruppo prostetico in 
forma aminica (piridossamina fobute) ed apo- 
enzima. 

Un’analisi dei prodotti di idrolisi dell’en- 
zima, dopo opportuni trattamenti chimici, ha 
permesso di identificare il gruppo aminico 
della proteina al quale é legato il gruppo al- 
deidico del piridossale fosfato con il gruppo 
aminico terminale di una lisina (10). Analoghi 
risultati sono stati ottenuti da Fisher e Krebs 
su altri enzimi contenenti il piridossale fosfato 
(11). 

Nelle reazioni di transaminazione «modello» 
avevamo preso separatamente in esame il si- 
stema piridossale-fosfato-aminoacido ed il si- 
stema_piridossamina-fosfato-chetoacido. Ab- 
biamo ritenuto opportuno iniziare lo studio 
del meccanismo della reazione enzimatica se- 
guendo la stessa via, studiando cioé separata- 
mente le reazioni: enzima in forma aldeidica- 
aminoacido ed enzima in forma aminica-che- 
toacido. 

Si é cosi osservato (12) che l’enzima in forma 
aldeidica reagisce con il glutamato e l’aspar- 
tato e, a velocita assai minore, con |’alanina 
per dare i corrispondenti chetoacidi. Gli spet- 
tri di assorbimento dell’enzima cambiano du- 
rante la reazione ed il coenzima passa dalla 
forma aldeidica (piridossale fosfato) alla forma 
aminica (piridossamina fosfato). La quantita 
di chetoacido formato corrisponde stechiome- 
tricamente alla quantita di coenzima presente 
nella preparazione. Per poter studiare anche 
la reazione inversa, l’enzima in forma aminica 
é stato preparato ed ottenuto puro per la prima 
volta e ne é stato studiato lo spettro di assor- 
bimento. La forma aminica ys rea- 
gisce con il chetoglutarato, con l’ossalacetato 
e, a velocita minore, con il piruvato, per dare 
l'aminoacido corrispondente e l’enzima in 
forma aldeidica. Cid dimostra che la reazione 


di transaminazione pud effettivamente avvenire 
in due tappe: 


1) enzima-piridossale fosfato + aminoa- 
cido I = enzima piridossamina fosfato + che- 
toacido I; 


2) enzima piridossamina fosfato + cheto- 
acido II = enzima piridossale fosfato -- ami- 
noacido II. 


Questi esperimenti erano indispensabili per 
dimostrare che quantunque il gruppo aldei- 
dico del piridossale fosfato, in assenza di sub- 
strato, sia legato al gruppo aminico dell’en- 
zima, il meccanismo della reazione enzimatica 
procede attraverso le stesse tappe gia accertate 
con le reazioni modello. Il legame aldiminico 
tra piridossale fosfato ed apoenzima deve per- 
tanto essere piuttosto labile. 

I risultati sopra riportati sono stati ottenuti 
in condizioni molto particolari e cioé in pre- 
senza di quantita relativamente elevate di 
enzima (dello stesso ordine di grandezza delle 
quantita di substrato) e di uno solo dei substrati 
alla volta. 

La conferma che il meccanismo proposto 
fosse valido anche in condizioni convenzionali 
(quantita catalitiche di enzima in presenza di 
entrambi i substrati) é stata ottenuta attraverso 
un’analisi della cinetica delle reazioni allo 
stato stazionario (13). 

La reazione enzimatica, corrispondendo nelle 
sue grandi linee alla reazione modello, pre- 
senta due aspetti fondamentali strettamente 
collegati fra loro che la differenziano radical- 
mente da essa: una efficacia catalitica enorme- 
mente pitt clevata (circa 1 volte mag- 
giore) ed una spiccata specificita di substrato 
e di tipo di reazione (il PLP in presenza di joni 
metallici catalizza non solo la transaminazione 
di diversi aminoacidi ma anche reazioni di ra- 
cemizzazione, ecc.). 

Abbiamo iniziato con lo studio della speci- 
ficita. Tra i numerosi substrati studiati, i risul- 
tati pili interessanti si sono avuti con I’alanina 
e con il piruvato (12). 

Quantita elevate di enzima in forma aldei- 
dica reagiscono reversibilmente con l’alanina 
per dare la forma aminica dell’enzima ed acido 
piruvico. In presenza di quantita catalitiche 
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dell’enzima invece, l’alanina transamina in 
modo reversibile con il chetoglutarato, ma non 
con l’ossalacetato. Similmente il piruvato tran- 
samina con il glutamato, manoncon I’aspartato. 

Sembra quindi che vi sia una netta differenza 
tra il comportamento dell’aspartato ed ossala- 
cetato da una parte e quello del chetogluta- 
rato e glutamato dall’altra. 

Una differenza di comportamento tra i due 
tipi di substrati (substrati a 4 atomi di C ed a 
5 atomi di C) é stata riscontrata anche con 
studi di attivazione (14): cosi il fosfato, il Tris 
€ vari composti aminici esplicano un’attiva- 
zione parzialmente competitiva nel senso di 
Dixon sui substrati a 4 atomi di C ma non su 
quelli a 5 atomi di C. E qui opportuno ricor- 
dare i risultati ottenuti una decina di anni fa 
da Nisonoff e Barnes (15); questi Autori tro- 
varono che la velocita iniziale della reazione 
sia in un senso che nell’altro, misurata ad equi- 
librio grazie all’uso di |-glutamato marcato 
con N®, era solo il 25 % della velocita di rea- 
zione in assenza dell’opposto paio di substrati. 


Tutte queste osservazioni potrebbero essere 
spiegate ammettendo che vi siano sulla pro- 
teina due siti attivi, uno per i substrati a 4 atomi 
di C, l’altro per i substrati a 5 atomi di C. Gli 
attivatori competitivi per i substrati a 4 atomi 
di C influenzerebbero solo uno dei due siti 
attivi, aumentando I’affinita per il substrato. 
L’alanina ed il piruvato si combinerebbero 
con l’enzima in corrispondenza del sito per i 
substrati a 4 atomi di C, ma con una affinita 
molto minore di quella dell’aspartato e del- 
l’ossalacetato. Per tale ragione alanina e piru- 
vato potrebbero reagire con quantita elevate 
di enzima oppure, in presenza di quantita 
catalitiche di enzima, con il chetoglutarato ed il 
glutamato, manoncon ossalacetato od aspartato. 

Con questi ultimi composti, infatti, si avrebbe 
una competizione tra substrati per lo stesso 
sito attivo della proteina (e cioé l’ossalacetato 
competerebbe con l’alanina e l’aspartato con il 
piruvato per il sito per i substrati a 4 atomi 
di C). 

Poiché l’aspartato e l’ossalacetato hanno una 
affinita molto maggiore che non l’alanina ed il 
piruvato, questi ultimi composti non hanno la 
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possibilita di combinarsi con l’enzima. La com- 
petizione tra i due substrati a 4 atomi di C 
e tra i due substrati a 5 atomi di C spiegherebbe 
anche i risultati di Nisonoff. Probabilmente 
i substrati si legano solo a gruppi della proteina 
con caratteristiche geometriche e di cariche 
elettriche tali da determinare la specificita. 

I siti attivi substrato-specifici agiscono, pre- 
sumibilmente, legando il substrato in prossi- 
mita del coenzima (effetto di concentrazione 
o di «proximity » secondo Koshland, 16) ed 
orientandolo nello spazio nel modo pit confa- 
cente alla reazione con il coenzima (« orienta- 
tion effect » di Koshland, 16). Se tali mecca- 
nismi possono rendere conto quantitativamente 
dell’enorme differenza tra l’attivita catalitica 
dell’enzima e quella del solo coenzima resta 
da stabilire. 

Un ulteriore contributo alla maggiore atti- 
vita dell’enzima potrebbe derivare dalla parte- 
cipazione alla catalisi della molecola proteica 
«in toto » (17). E cid che stiamo studiando ora, 
usufruendo di mezzi recentemente elaborati 
per lo studio delle reazioni rapide [stopped- 
flow (18) e Temperatur-Sprung (19)]; tah me- 
todi dovrebbero consentire di seguire e stu- 
diare non solo cineticamente ma anche termo- 
dinamicamente le varie fasi intermedie della 
reazione tra enzima e substrato e mettere in 
evidenza eventuali cambiamenti  strutturali 
della proteina enzimatica connessi all’azione 
catalitica. 

Nel concludere questa breve esposizione delle 
nostre ricerche sulla glutamico-aspartico transa- 
minasi, penso utile segnalare i brillanti studi 
perseguiti su questo sistema enzimatico dalla 
Scuola di Cedrangolo e da Bonavita e Scardi 
in Italia, dal gruppo di Vernon in Inghilterra e 
soprattutto da Jenkins in America. 


RIASSUNTO 


La glutamico-aspartico transaminasi del cuore di 
porco é stata ottenuta allo stato di omogeneita. Si 
tratta di una proteina di peso molecolare prossimo 
a 110.000, contenente due molecole di coenzima. 
Recenti dati cinetici suggeriscono la possibilita che, a 
grandi diluizioni, l’enzima si dissoci in due mono- 
meri enzimaticamente pit attivi del dimero. L’en- 
zima @ stato preparato sia in forma aminica (coen- 
zima = piridossamina fosfato) che in forma aldeidica 
(coenzima = piridossale fosfato); la forma aminica 
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reagisce reversibilmente con l’ossalacetato ed il che- 
toglutarato per dare la forma aldeidica dell’enzima 
ed il corrispondente aminoacido. Uno studio spettro- 
fluorimetrico ha indicato che il piridossale fosfato 
intcragisce con l’apoenzima attraverso i gruppi al- 
deidico, fosforico e piridinico, mentre la piridossa- 
mina fosfato interagisce solo attraverso il gruppo fo- 
sforico l’anello piridinico. Il gruppo aldeidico del 
piridossale fosfato é legato ad un gruppo aminico 
verminale di una lisina della proteina. E stata studiata 
la composizione degli aminoacidi attorno a questo 
residuo lisinico. Studi cinetici e con analoghi del sub- 
strato suggeriscono l’esistenza di due siti attivi, oltre 
il coenzima, uno per i substrati a 4, l’altro per i sub- 
strati a § atomi di carbonio. La presenza di questi 
siti attivi « substrato-specifici » é¢ in accordo con un 
meccanismo di « avvicinamento ed orientamento » 
dei substrati verso il gruppo catalitico rappresentato 
dal coenzima e potrebbe, almeno in parte, spiegare la 
specificita di substrato e la molto maggiore efficienza 
catalitica dell’oloenzima rispetto al solo coenzima. 


RESUME 


Rapports entre structure et fonction dans la transaminase 
glutamico-aspartique. 


La transaminase glutamico-aspartique du coeur de 
pore a été obtenue a l’état d’homogénéité. Il s’agit 
d’une protéine de poids moléculaire proche de 110.000, 
contenant deux molécules de coenzyme. Des don- 
nées récentes cinétiques font croire a la possibilité 
que, a fortes dilutions, enzyme se dissocie en deux 
monoméres, enzymatiquement plus actifs que le di- 
mere. L’enzyme a été préparé sous forme aminique 
(coenzyme = pyridoxamine phosphate) et sous forme 
aldéhydique (coenzyme = pyridoxal phosphate); la 
forme aminique réagit d’une maniére réversible avec 
loxalacétate et le cétoglutarate pour donner la forme 
aldéhydique de l’enzyme ainsi que l’amino-acide cor- 
respondant. Une étude spectrofluorimétrique a in- 
diqué que le pyridoxal phosphate a une interaction 
avec l’apoenzyme par l’intermédiaire des groupes 
aldéhydique, phosphorique et pyridinique, tandis que 
la pyridoxamine phosphate a une interaction seule- 
ment par l’intermédiaire du groupe phosphorique et 
de l’anneau pyridinique. Le groupe aldéhydique du 
pyridoxal phosphate est li¢é a un groupe aminique 
terminal d’une lysine de la protéine. L’on a étudié 
la composition des amino-acides voisins de ce résidu 
lysinique. Des études cinétiques et avec des analogues 
du substratum, font croire 4 l’existence de deux 
points actifs, outre le coenzyme, un pour les substrats 
a 4, Pautre pour les substrats 4 5 atomes de carbone. 
La présence de ces points actifs « substratum spéci- 
fiques » est en accord avec un mécanisme de « rap- 
prochement et d’orientation » des substrats vers le 
groupe catalytique représenté par le coenzyme et 
pourrait, au moins en partie, expliquer la spécificité 
de substrat et l’efficience catalytique de "holoenzyme 
beaucoup plus grande par rapport au coenzyme seul. 


SUMMARY 


Relationships between structure and function of glutamic- 
aspartic transaminase. 


Glutamic-aspartic transaminase was obtained in a 
homogeneous state from pig heart. This compound 
is a protein, molecular weight 110,000, containing 
two molecules of co-enzyme. Recent kinetic data 
suggest the possibility that the enzyme is dissociated, 
at high dilutions, into two monomers enzymatically 
more active than the dimerous forms. The enzyme 
was prepared in both the amino (co-enzyme=pyridox- 
amine phosphate) and aldehyde states (co-enzyme= 
pyridoxal phosphate). The amino state acts reversibly 
with oxalacetate and ketoglutarate, giving the alde- 
hydic form of the enzyme and the corresponding 
amino acid. A spectrofluorimetric study indicated 
that pyridoxal phosphate interacts with the apo- 
enzyme through the aldehydic, phosphoric and pyri- 
dinic groups, while pyridoxamine phosphate inter- 
acts only through the phosphoric group and pyridine 
ring. The pyridoxal phosphate aldehydic group is 
linked to a terminal amino group of a protein lysine. 
The composition of the amino acid surrounding 
this lysine residue has been studied. Kinetic studies 
and researches on analogues of the substrate suggest 
the existence of two active sites, besides the co-enzyme, 
one for the substrates with 4 carbon atoms, and the 
other for those with 5 carbon atoms. The presence 
of these « specific substrate » active sites agrees with 
the «approach and direction » mechanism. of the 
substrates towards the catalytic group represented by 
the co-enzyme, and could, to some extent, explain 
the specificity of the substrate and the much greater 
catalytic efficiency of the olo-enzyme with respect to 
the co-enzyme alone. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Zusammenhdnge zwischen Struktur und Wirkung der 

Glutamin-Asparaginsdure- Transaminase. 

Die des 
Schweineherzens ist als homogene Substanz erhalten 
worden. Sie ist cin Protein vom ungefahren Mole- 
kulargewicht 110.000 und enthalt zwei Molekiile 
Coenzym. Neuere kinetische Untersuchungen haben 
zur Annahme gefiihrt, dass das Enzym bei grossen 
Verdiinnungen in zwei Monomere, welche vom 
enzymatischen Standpunkt aus wirksamer sind als 
das dimere Produkt, dissoziiert. Das Enzym wurde 
sowohl in seiner Aminform (Coenzym ist Pyridoxa- 
minphosphat) als auch in seiner Aldehydform (Coen- 
zym ist Pyridoxalphosphat) dargestellt. Die Aminform 
reagiert reversibel mit Oxalacetat und Ketoglutarat 
unter Bildung der Aldhydform des Enzyms und der 
betreffenden Aminosiure. Mittels spektrofluorime- 
trischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 
das Pyridoxalphosphat mit dem Apoenzym mittels 
der Aldehyd-, Phosphat- und Pyridingruppen in 
Bezichung tritt, wahrend das Pyridoxaminphosphat 
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nur mit dem Phosphatrest und dem Pyridinring rea- 
giert. Die Aldehydgruppe des Pyridoxalphosphates 
ist an eine endstandige Lysinaminogruppe des Pro- 
teins gebunden. Es wurde auch die Natur der um 
diesen Lysinrest angeordneten Aminosauren unter- 
sucht. Kinetische Untersuchungen mit Substratana- 
logen haben das Vorhendensein von zwei aktiven 
Angriffspunkten, ausser dem Coenzym, ergeben; 
einer fiir Substrate mit vier, der andere fiir Substrate 
mit fiinf Kohlenstoffatomen. Das Vorhandensein 
dieser « substratspezifischen » Angriffspunkte ist in 
guter Ubereinstimmung mit dem Mechanismus der 
« Annaherung und Ausrichtung » des Substrates ge- 
geniiber der katalytisch wirkenden durch das Coen- 
zym dargestellten Gruppe, und kénnte wenigstens 
teilweise die Substratspezifitit sowie die grdssere 
katalytische Wirksamkeit des Oloenzyms im Ver- 
gleich zum blossen Coenzym erkliren. 


RESUMEN 


Relaciones existentes entre extructura y funcién en la glu- 
tdmico-aspdrtico transaminasa. 


Se obtuvo la glutamico-aspartico transaminasa del 
corazon de cerdo al estado de homogeneidad. Se 
trata de una proteina cuyo peso molecular se aproxima 
a 110.000, conteniendo dos moléculas de coenzima. 
Datos cinéticos recientes sugieren la posibilidad de 

ue, a grandes diluciones, la enzima se disocie en 

Os mon6émeros enzimaticamente mas activos que 
el dimero. La enzima ha sido preparada tanto en 
forma aminica (coenzima = piridoxamina fosfato) 
como aldehidica (coenzima = piridoxal fosfato); la 
forma aminica reacciona reversiblemente con el oxala- 
cetato y el quetoglutarato para dar la forma aldeidica 
de la enzima y el correspondiente aminoacido. Un 
estudio espectrofluorimétrico ha indicado que el piri- 
doxal fosfato interacciona -con la apoenzima a través 
de los grupos aldeidico, fosférico y piridinico, mien- 
tras la piridoxamina fosfato interacciona sdlo a través 
del grupo fosférico y del anillo piridinico. El grupo 
aldeidico del piridoxal fosfato esta ligado a un grupo 
aminico terminal de una lisina de la proteina. Ha sido 
estudiada la composicién de los aminodcidos en 
torno a este residuo lisinico. Estudios cinéticos y 
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con~analogos del substrato sugieren la existencia de 
dos lugares activos, ademas de la coenzima, uno para 
los substratos de 4, el otro para los substratos de 5 
atomos de carbono. La presencia de estos puntos 
activos « substrato especificos » esta en relacién con un 
mecanismo de « acercamiento y orientaciOn » de los 
substratos hacia el grupo catalitico representado por la 
coenzima y podria, por lo menos en parte, explicar 
la especificidad de substrato y la mucho mayor efi- 
ciencia catalitica de la holoenzima respecto al solo 
coenzima. 
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LABORATORIO DELLA DIREZIONE CENTRALE MEDICA DELLA LEPETIT S.p.A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


La determinazione del coenzima A 


mediante il sistema di acetilazione delle arilamine: 


contributo tecnico 


U. BONOMI 


Attualmente si hanno a disposizione diversi 
metodi di dosaggio del coenzima A (CoA) 
(2, 15). I pid diffusi sono quelli con i quali 
si determina il tiol-estere che si forma in vitro 
tra CoA e un acido, ad esempio acido acetico, 

r azione di appropriati enzimi preparati dal 
ah e in condizioni standardizzate; la velo- 
cita di formazione dell’acil-CoA é proporzio- 
nale alla quota di coenzima presente. Il dosag- 
gio del tiol-estere si esegue poi in vari modi: 
secondo Kaplan e Lipmann (3), l’acetil-CoA 
formatosi viene a sua volta dosato con una 
reazione, anch’essa enzimatica, di acetilazione 
della sulfanilamide. 

La formulazione di questo metodo fu il ri- 
sultato di una serie di indagini sulle modalita 
di disintossicazione dei sulfamidici nell’ orga- 
nismo animale (3, 5); anche se non pid re- 
cente, viene usato ancor oggi da molti ricer- 
catori per la buona sensibilita e la possibilita 
di impiegare estratti grezzi di organi. 

Nel corso di numerose determinazioni di 
CoA effettuate nel nostro Laboratorio con 
questo metodo, se ne sono migliorate le pre- 
stazioni apportando alcune modifiche. Tali mo- 
difiche sono state suggerite dai dati della let- 
teratura concernente il CoA e i processi di 
acetilazione; su di esse verra riferito breve- 
mente in questa nota. 


Dal fegato di piccione si isola un sistema 
enzimatico in peat di catalizzare contempora- 
neamente l’attivazione dell’acido acetico ad 
acetil-CoA e il trasferimento dell’acetato attivo 


al gruppo aminico di una amina aromatica, 
con formazione di acetil-arilamina (3, 5). Detto 
sistema si presta bene per il dosaggio in vitro 
del CoA: un estratto di fegato di piccione 
viene incubato in mezzo alcalino con l’ag- 
giunta di acetato, ATP, sulfanilamide e varie 
quantita di CoA oppure una soluzione conte- 
nente il coenzima in quantita ignota. Dopo 
th o 1% h di permanenza a 37°, la reazione 
viene interrotta per l’aggiunta di acido triclo- 
roacetico; su una aliquota del sopranatante si 
dosa la sulfanilamide residua diazotandola con 
il metodo di Bratton e Marshall (2). 

Da questo dato si ricava per differenza la 
sulfanilamide acetilata. 

Tenendo fissi tutti i componenti della mi- 
scela e variando il CoA, si riscontra una certa 
proporzione tra entita dell’acetilazione e con- 
tenuto in coenzima. 

Tale rapporto ha tuttavia l’inconveniente di 
non essere Temes (fig. 1) e di rendere laboriosi 
i dosaggi di coenzima nei campioni ignoti, dei 
quali é necessario preparare una serie di dilui- 
zioni ¢ testare quale di queste acetila una quan- 
tita di sulfanilamide pari a quella di una quan- 
tita nota di CoA (2, 3, 7). 

Il sistema pud essere soddisfacentemente mi- 

liorato, al punto di aversi un rapporto quasi 
eon entro un ambito di concentrazione di 
CoA dalle 1 alle 5 unita, se si lavora con enzima 
purificato coi metodi proposti per la separa- 
zione delle singole attivita concernenti il pro- 
cesso di acetilazione, e con miscela di saggio 
in parte modificata. 


151 


dei 
icta 
and 
ILI- 
ta, 
1¢s, 
A- 
di- 
im. 
P. 
P., 
io- 
ei, 
th 
C- 
3) 
P. 
4) 
di 
35 
e 
d. 


° 
E 
s 
= 
= 
a 


T 


0.1 0.2 0.3 0.4 05 ml 


Fig. 1 - Acetilazione della sulfanilamide, percentuale di aceti- 

lazione rispetto a quantita scalari di un estratto bollito di fe- 

gato di ratto contenente CoA. Le prove fatte con due diversi 

enzimi (linea tratteggiata; linea continua) di fegato di piccione 
preparati secondo Kaplan e Lipmann. 


Preparazione dell’ enzima. 


Il materiale di partenza é in ogni caso la 
polvere acetonica di fegato di piccione, pre- 
parata omogenando I’organo in acetone ani- 
dro congelato a — 10° (3, 6). 

Secondo Kaplan e Lipmann la polvere viene 
estratta con una soluzione diluita di potassio 
bicarbonato gelata; l’estratto viene congelato, 
sgelato e tenuto per qualche ora a temperatura 
ambiente prima dell’uso. 

Questo breve invecchiamento, assieme al con- 
gelamento e al disgelo, distrugge il CoA resi- 
duo della preparazione e contemporaneamente 
elimina la peptidasi, che catalizza la liberazione 
di 4-mercaptoetilamina dal CoA (10) e alcune 
fosfatasi. 

La purificazione ottenuta con questo invec- 
chiamento, affidata al permanere a tempera- 
tura ambiente dell’enzima, non é tuttavia né 
completa né costante; ne risultano prepara- 
zioni con attivita diverse luna dall’altra e 
quindi dosaggi irregolari. 

Per questo abbiamo trovato utile purificare 
l’enzima epatico in condizioni pit controllate, 
quali la precipitazione frazionata con solfato 
ammonico 0 con acetone. Le proteine che pre- 
cipitano tra il 28% e il 50% di solfato ammo- 
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nico contengono il sistema enzimatico com- 
pleto per acetilare la sulfanilamide e le altre 
amine aromatiche (1, 4, 10) e svolgono pro- 
babilmente attivita nucleotido-pirofosfatasica 
irrilevante, poiché questo enzima é presente 
nel fegato in scarsa misura (10). La presenza o 


meno nell’estratto di fosfomonoesterasi 0 3'- - 


nucleotidasi é trascurabile ai fini del dosaggio 
poiché anche il defosfo-CoA pud catalizzare 
lacetilazione delle arilamine (16); la ATP-asi 
eventualmente presente (3) non disturba la 
reazione e il sistema pud essere facilmente sa- 
turato con ATP. 

La frazione 20-50% di solfato ammonico 
viene dializzata contro bicarbonato per allon- 
tanare l’eccesso del sale; questo procedimento 
riduce alquanto anche I’attivita peptidasica (9). 
Infine il CoA residuo viene eliminato per trat- 
tamento con una resina a scambio jonico, 
dato che é mancato il processo di invecchia- 
mento per distruggerlo (fig. 2) (6, 13). 

In particolare, il metodo usato in questo 
Laboratorio ricalca le indicazioni della Scuola 
di Lipmann per il frazionamento dell’estratto 
di fegato di piccione (1, 4) e si esegue nel modo 
seguente. 

Grammi 1,5 di polvere acetonica di fegato 
di piccione preparata da non oltre 1 mese e 
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Fig. 2 - Acetilazione del p-aminobenzoico con la frazione di 

estratto di fegato di piccione che precipita a 20-50 % di solfato 

ammonico, non trattata con Dowex (linea tratteggiata) e trattata 
con Dowex (linea continua) contro CoA puro (Sigma). 
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conservata a — 30° vengono stemperati in 
17,5 cc di potassio bicarbonato 0,03 M per 
20’ a o°. Si centrifuga e si aggiunge al sopra- 
natante solfato ammonico fino ad una concen- 
trazione 20%. Si attendono 10’ sempre a 0° 
fino a che la precipitazione ¢ completa; si cen- 
trifuga a $000 giri per 10’, si scarta il sedimento 
e si aggiunge al sopranatante tanto solfato am- 
monico fino alla concentrazione 50%. 

Si attendono 10’ a 0° e si centrifuga a 5000 
giri per 15’. Il sedimento viene raccolto in tubi 
di dials e dializzato per 2-3 h contro una 
soluzione di potassio bicarbonato 0,04 M e 
cisteina 0,001 M portata a pH 7,8. Il liquido 
limpido arancione che ne risulta, circa 7-8 cc, 
viene trattato con 0,3 volumi di resina Dowex I 
2 x 200 — 400 mesh, lavata con acido clori- 
drico, per adsorbire tutto il CoA residuo (6, 13). 
Si lascia a contatto per $’, si centrifuga e si 
mette a 0°: la soluzione enzimatica é pronta 
per l’uso; va adoperata estemporaneamente 
poiché la conservazione, anche a — 30°, ne 
riduce progressivamente I’attivita. Il tempo 
impiegato nella preparazione é di circa 5 h; 
lenzima contiene in media 15 mg di pro- 
teine/cc. 


Preparazione della miscela di reazione e dosag- 
gio del CoA. 


Il substrato pit frequentemente usato per I’a- 
cetilazione é la sulfanilamide nella quantita di 
0,5-0,8 wMole per campione. 

Si sono eseguite prove comparative di effi- 
cienza del sistema acetilante in presenza di sul- 
fanilamide e di acido p-aminobenzoico. In ac- 
cordo con altri Autori (7, 12), abbiamo ottenuto 
con quest’ultimo risultati pit favorevoli: la 
percentuale di acetilazione ¢ maggiore, forse 
per una minore inibizione da eccesso di sub- 
strato (tabella I). Per questo, abbiamo adottato 
definitivamente l’acido p-aminobenzoico come 
accettore, trascurando il fatto che esso richiede 
pit tempo della sulfanilamide per lo sviluppo 
del colore (7). 

Altre condizioni importanti per la riuscita 
sono il pH e la natura del mezzo tamponante. 
La reazione si svolge regolarmente entro l’am- 
bito di pH compreso tra 7,4 € 8,4. Sono stati 


TasELLa I - Confronto dell’efficienza dell’acetilazione, 
con accettori sulfanilamide e ac. p-aminobenzoico. 
Sistema purificato di piccione; 16,7 U CoA per prova. 


Acido 


Sulfanilamide p-aminobenzoico 


mu Mole iniziali nel- } 
la prova........ 88 53 18 86 5st 17 | 


mu Mole consumate 


dopo 1 h di incu- 3862 36 «28 = «12 
bazione (2 prove) 35 24 — 2 

%, di acetilazione. . . 37 4253 | 


saggiati comparativamente tre tipi di tampone: 
fosfato 0,02 M, Tris 0,05 M, bicarbonato 
0,03 M. Con i fosfati si hanno i risultati mi- 
gliori; tuttavia preferiamo usare di routine il 
Tris per uniformarci alle condizioni riportate 
nella letteratura. 

Il dosaggio del CoA si esegue nel modo se- 
guente: 


la miscela di reazione, allestita al momento 
dell’uso, contiene tampone Tris (Sigma 121), 
a pH 7,6-7,8 con acido cloridrico 167 ».Mole; 
cisteina cloridrato 10 uMole; acido p-amino- 
benzoico purificato di recente 0,52 »Mole; 
acido acetico neutralizzato con potassio idrato 
10 u.Mole; magnesio cloruro 10 Mole; ATP 
(Sigma, Cutolo-Calosi) neutralizzato con po- 
tassio idrato 7,5 uMole; 1 e 4 unita di CoA 
(Coenzima A Sigma, purezza 70-75 °%) oppure 
0,1-0,5 ml di un filtrato limpido ottenuto 
omogenando in acqua distillata gelata l’organo 
di cui si vuol determinare il contenuto in 
coenzima, bollendo s’ a bagnomaria l’omo- 
genato e filtrando o centrifugando. Si porta a 
volume di 2,4-2,1 ml con acqua distillata e si 
da inizio alla reazione aggiungendo 0,1-0,3 ml 
di enzima purificato di piccione. Si mette ad 
incubare a 37° per 1 h, dopo di che la reazione 
viene interrotta con l’aggiunta di 7,5 ml di 
acido tricloroacetico 5%. Si centrifuga e¢ su 
1 ml del centrifugato si esegue la diazotazione 
di Bratton e Marshall (2). Per far questo si ag- 
giungono 1 ml di acqua distillata, 2 ml di acido 
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Fig. 3 — Curva standard di dosaggio di quantita note di CoA 
(Sigma), con varie preparazioni enzimatiche. Frazione 20-s0 °., 
di solfato ammonico trattata con resina. 


solforico N, 1 ml di sodio nitrito 19/99. Si 
mette in ghiaccio agitando, si aggiungono 2 ml 
di ammonio sulfamato 0,5 %, si continua ad 
agitare occasionalmente per 15’ sempre in 
ghiaccio, si riporta a temperatura ambiente, si 
aggiunge 1 ml di z-naftiletilendiamina 1°/g9, 
si legge a 540 my. dopo 15’. 


Le condizioni riportate non sono critiche, per 
cui si possono apportare modifiche al metodo 
senza alterare di molto i risultati. Per ridurre 
il numero di pipettate in lavori in serie si pos- 
sono riunire due o pit delle sostanze in una 
sola soluzione, con l’avvertenza tuttavia che 
alcune associazioni, ad esempio Tris con ci- 
steina e con p-aminobenzoico, si conservano 
soltanto un giorno o due a 0°. Qualora non 
necessitino dosaggi particolarmente accurati si 
possono dimezzare le quantita dei componenti 
la miscela per ridurre il consumo di reagenti 
costosi. Si possono infine preparare quantita 
maggiori di enzima purificato e conservarle 
7-10 giorni a — 30°; preferiamo tuttavia farne 
piccole quantita per volta e usarle subito. 

Col metodo descritto si determinano le unita 
di CoA di 10-15 campioni al giorno. Per ogni 
gruppo di dosaggi si allestiscono degli stan- 
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dards di CoA contenenti 1 e 4 unita. Il dosag- 
gio da per queste due quantita dei valori di 
acetilazione che, posti in diagramma contro le 
stesse quantita di CoA, stanno su una retta che 
passa per il punto di incontro degli assi (fig. 3). 
Su questa retta si ricercano i valori corrispon- 
denti ai campioni ignoti e si ricavano le unita 
di CoA, che vanno riportate al volume di fil- 
trato di omogenato bollito, aggiunto alla mi- 
scela di incubazione, cioé ai grammi di organo 
fresco 6 ai milligrammi di azoto dell’omoge- 
nato stesso. 


La difficolta di ottenere un rapporto lineare 
tra il grado di acetilazione dell’arilamina e la 

uantita di CoA dipende da numerosi fattori 

i difficile individuazione, quali la plurienzi- 
maticita della reazione, l’elevata funzione cata- 
litica del CoA, per cui nelle nostre condizioni 
di dosaggio lineare ogni mola di coenzima 
catalizza l’acetilazione di 10 mole di acido 
p-aminobenzoico e l’azione inibitoria del co- 
enzima stesso sulla acetilazione delle arila- 
mine (14). 

Tale difficolta pud essere superata in maniera 
soddisfacente se, tra tutti i componenti la mi- 
scela, si modificano l’enzima acetilante, puri- 
ficandolo parzialmente con la salatura con sol- 
fato ammonico, e I’accettore di acetili, sosti- 
tuendo la sulfanilamide con I’acido p-amino- 
benzoico a bassa concentrazione. Il comporta- 
mento lineare del sistema e l’opportunita di 
trovare in commercio campioni di CoA di suf- 
ficiente purezza consentono di determinare 
agevolmente il contenuto in CoA di estratti 
d’organo e di tessuto, evitando complicati 
schemi di dosaggio (7). 

Si ha infine il vantaggio di lavorare in condi- 
zioni quasi stechiometriche, analoghe a quelle 
di altre modalita di dosaggio del CoA (2, 15) 
con un metodo costante e sensibile. 


RIASSUNTO 


Vengono descritte alcune modifiche apportate al 
metodo di dosaggio del CoA secondo Kaplan e¢ 
Lipmann, basato sull’acetilazione in vitro delle amine 
aromatiche. Tali modifiche contribuiscono a rendere 
i dosaggi pitt agevoli e ad ottenere risultati pit co- 
stanti. 
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RESUME 


La détermination du coenzyme A par le systéme d’acé= 
tylation des arylamines. Contribution technique. 


On a décrit certaines modifications apportées 4 la 
méthode de dosage du CoA d’aprés Kaplan et Lip- 
mann, basée sur l’acétylation in vitro des amines 
aromatiques. Ces modifications contribuent 4 facili- 
ter les dosages et a obtenir des résultats plus cons- 
tants. 


SUMMARY 


Determination of co-enzyme A by the arylamine acetyl- 
ation system. Technical contribution. 


A description is given of some modifications made 
to the Kaplan-Lipmann method for determining 
co-A, based on the in vitro acetylation of aromatic 
amines. These changes contribute in making the de- 
termination easier and the results more constant. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Bestimmung des Coenzyms A durch Acetylierung 
der Arylamine. Ein Beitrag zur Technik der Bestim- 
mung. 


Es werden einige Abainderungen der Bestimmungs- 
methode des Coenzyms A nach Kaplan und Lip- 
mann beschrieben; diese Abanderungen der Me- 
thode, welche auf der Acetylierung in vitro der aro- 
matischen Amine beruht, machen die Bestimmung 
einfacher und gestatten gleichférmigere Ergebnisse 
zu erhalten. 


RESUMEN 


La determinacién de la coenzima A mediante el sistema 
de acetilacién de las arilaminas. Contribucién técnica. 


Se describen algunas modificaciones hechas al mé- 
todo de dosificacién del CoA segtin Kaplan y Lip- 
mann, fundado en la acetilacién in vitro de las aminas 
aromaticas. Dichas modificaciones contribuyen a que 
las dosificaciones sean mis faciles y a que se obtengan 
resultados mas duraderos. 


BIBLIOGRAFIA 


(1) Cuou T. C. e Lipmann F. - J. biol. Chem., 1952, 
196, 89. — (2) Decker K. - Die aktivierte Essigsaure - 
Enke Ver., Stuttgart, 1959. — (3) KAPLAN N. O. e 
LipMaNN F. - J. biol. Chem., 1948, 174, 37. — (4) 
KAPLAN N. O. e Lipmann F. - Fed. Proc., 1947, 6, 266. 
— (5) Lremann F. - J. biol. Chem., 1945, 160, 173. - 
(6) Novetu G. D. - in Colowick S. P., Kaplan N. O. 
- Methods in Enzymology. Acad. Press, New York, 
1957, vol. 3, p. 913. — (7) Novetu G. D. - in Glick 
D. - Methods of biochemical analysis, 1955, vol. 2, 
p. 189, Interscience, New York, 1955. — (8) NOvELL 
G. D., Kaptan N. O. e LIpMANN F. - Fed. Proc., 
1950, 9, 209. — (9) Novetu G. D., Kaptan N. O. € 
Lremann F. - J. biol. Chem., 1949, 177, 97. — (10) 
Nove tu G. D., ScuMetz F. J. Jk. e KAPLAN N. O. - 
J. biol. Chem., 1954, 206, 533. — (11) Specifications 
and criteria for biochemical compounds. Publ. 719. 
National Academy of Science, National Research 
Council. Washington D. C., 1960. - (12) SoopaK 
M. e LipMann F. - Fed. Proc., 1948, 7, 190. — (13) 
STADTMAN E. R., Novetir G. D. e LipmMann F. - 
J. biol. Chem., 1951, 191, 365. — (14) Tasor H., 
Meuter A. H. e Staptman E. R. - J. biol. Chem., 
1953, 204, 127. — (15) Waki S. J. e Hissscuer G. - 
J. biol. Chem., 1960, 235, 1554. — (16) Wanc T. P. e 
Kaptan N. O. - J. biol. Chem., 1954, 206, 311. 


155 


| 
1e 
n= 
ta 
il- 
10 
la 
ori 
Zi- 
ta- 
ma 
do 
era 
ni- 
Iri- 
ol- 
sti- 
10- 
‘ta- 
di 
uf- 
are 
atti 
ati 
di- 
elle 
15) 


ISTITUTO DI CLINICA PEDIATRICA DELL’UNIVERSITA DI MESSINA 
(Direttore: Prof. S. Barberi 


Studio comparativo sull’azione iperbilirubinemizzante 
dell’acido nicotinico e dell’acido 3-piridilacetico 


G. BELLOMO - A. RIZZO 


E noto che all’introduzione per via endove- 
nosa di acido nicotinico (A.N.) fa seguito co- 
stantemente un netto aumento della biliru- 
binemia, che raggiunge il suo massimo entro 
le prime 3 ore Fainiezione, fino a valori del 
100-200 % superiori a quelli iniziali e che de- 
cresce sishealiatan fino a portarsi entro 6-8 
ore ai valori basali. Nei soggetti normali viene 
interessata soltanto la frazione indiretta o non 
coniugata della bilirubina, mentre nelle epa- 
topatie aumenta o compare anche la frazione 
diretta o coniugata. 

Questo effetto iperbilirubinemizzante del- 
l’A.N. ha suggerito a numerosi Autori di uti- 
lizzare la prova da carico endovenoso di A.N. 
ai fini dell’esplorazione funzionale del fegato 
(Mattei, 1; Marfori e Coll., 2; Crepet e Coll., 
3; Feruglio e Coll., 4; Cossandi, 5; ecc.). 

Anche la nostra Scuola ha voluto approfon- 
dire lo studio dei rapporti tra l’A.N. e la bili- 
rubinemia (Barberi e Aversa, 6; De Luca e 
Bellomo, 7; De Luca e Santangelo, 8; Bello- 
mo, Rizzo e Ricca, 9; Bellomo e Rizzo, 10) in 
varie condizioni fisiopatologiche del bambino. 

Sul meccanismo di azione con cui si verifica 
liperbilirubinemia da carico con l’A.N., si é 
ancora nel campo delle ipotesi (mobilizzazione 
del pigmento dai depositi tissutali, esaltata 
emocateresi, maggiore riassorbimento intesti- 
nale di bilirubina, inibizione dei processi di 
glicurono-coniugazione, ecc.). Ma in questa 
sede non vogliamo esaminare le varie ipotesi 
né riferire sulla letteratura riguardante l’iper- 
bilirubinemia da carico di A-N., per la quale 
rimandiamo anche ai lavori sopracitati. 


(I lavoro spetta in parti eguali ai due Autori). 


Di fronte alle conoscenze sulle proprieta bio- 
logiche e sulle applicazioni in campo clinico 
di un nuovo composto — I’acido 3-piridila- 
cetico — che ha in comune con I’A.N. la 
struttura chimica di base e numerose proprieta 
biologiche e terapeutiche, abbiamo voluto 
indagare se questo composto possiede la stessa 
azione iperbilirubinemizzante. 

A parte i rapporti strutturali, per i quali l’a- 
cido 3-piridilacetico (3-PAA) é un omologo 
superiore dell’A.N., 


ox 
N N 


acido 
nicotinico 


acido 
3-piridilacetico 


fin dalle prime ricerche di Chiancone era risul- 
tato che queste due sostanze presentano delle 
differenze di attivita (11). Tali 
differenze sono soprattutto di ordine quanti- 
tativo, ad esempio per quanto riguarda la 
tossicita. Nette sono poi le differenze sul me- 
tabolismo delle due sostanze nell’ organismo 
e sugli effetti che esse determinano sopra 
alcune attivita metaboliche dell’organismo 
stesso. 

Per la conoscenza particolareggiata di questi 
aspetti del problema, rimandiamo ad un re- 
cente lavoro di Nicolis (12), nel quale si tro- 
vano pure riportati in sintesi i dati relativi 
all’impiego terapeutico, ed alle indicazioni cli- 
niche del 3-PAA. 
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Desideriamo soltanto sottolineare, ai fini di 
questa nostra ricerca, l’osservazione di Ginoul- 
hiac e Tenconi (13) secondo cui, mentre un 
carico di A.N. nel ratto é seguito da una mag- 
giore climinazione urinaria non soltanto di 
A.N. ma anche dei suoi metaboliti (N,-me- 
tilnicotinamide, ad esempio), la somministra- 
zione di uno stesso carico di 3-PAA consente 
di ritrovare nelle urine delle 24 ore pratica- 
mente tutto il 3-PAA somministrato e ji ritro- 
varlo in forma immodificata. 

Questo dato rivestiva particolare interesse 
per il nostro lavoro. Infatti, uno studio compa- 
rativo sull’iperbilirubinemia da carico di A.N. 
o da carico di 3-PAA ci avrebbe consentito 
sia di conoscere se vi fossero delle differenze 
di attivita per i due composti rispetto al loro 
effetto iperbilirubinemizzante, sia di disporre 
eventualmente di nuovi elementi nei riguardi 
del meccanismo di produzione dell’effetto sud- 
detto. Se con l’impiego delle due sostanze 
avessimo ottenuto risposte differenti sulla bi- 
lirubinemia, si sarebbe aperto un_ ulteriore 
campo di ricerca rivolto a stabilire quali nuovi 
fattori di ordine metabolico potrebbero essere 
chiamati in causa nell’interpretazione del mec- 
canismo dell’iperbilirubinemia da carico di 
A.N. 

Abbiamo quindi istituito uno studio parallelo 
sull’azione iperbilirubinemizzante dell’A. N. ¢ 
del suo omologo 3-PAA nei bambini. 


RICERCHE PERSONALI 
a) Metodica. 


Le nostre ricerche sono state condotte su 40 
bambini, di eta varia da 2 a 12 anni, di cui 
20 maschi e 20 femmine, guariti dal processo 
morboso per il quale erano stati ricoverati in 
Clinica. 

L’iperbilirubinemia é stata provocata som- 
ministrando A.N. (Nicotene Lepetit) alle dosi 
di 2 mg/kg, per via endovenosa, con le stesse 
modalita gia impiegate nella nostra Clinica a 
scopo diagnostico da Barberi ed Aversa e da 
De Luca e Bellomo. 

Conosciute l’entita ed il tipo della curva bi- 
lirubinemica, dopo 48 ore, nello stesso sog- 
getto, é stato ripetuto il carico con sale sodico 
dell’acido 3-piridilacetico (Lioxone Lepetit), 
sempre alle dosi di 2 mg/kg, per via endove- 
nosa. Per questo composto tale via era stata 
gia utilizzata da Allori e Papa in uno studio 
sulla risposta reografica di particolari sezioni 
del circolo (14). 

Per evitare che il carico con A.N. potesse 
turbare, anche a distanza di 48 ore, la risposta 
al carico con 3-PAA, abbiamo invertito la 
successione delle prove da carico negli ultimi 
10 casi, che ricevettero quindi prima 3-PAA e 
poi A.N. 

I prelievi, oltre quello basale, sono stati effet- 
tuati dopo un’ora e mezza, 3 ¢ 6 ore dal carico. 


TABELLA I —- Variazioni del tasso della bilirubinemia totale dopo somministrazione di una dose unica 
di acido nicotinico o di acido 3-piridilacetico (medie + e. s.). 


| 
Eta Trattamento 
trattati 
anni (mg 2/kg e.v.) 
n. basale 
| acido nicotinico ......... 328,25 
+ 18,48 
40 2-12 | 
acido 3-piridilacetico ..... 3294 


Bilirubina wg/too cc di siero 


dopo 1% h dopo 3 h dopo 6 h 
491,70 418,85 332,77 

= 25,45 + 20,72 + 19,61 
362,75* 346,42* 329,55 
20,32 t 19,49 + 19,41 


Significativita delle differenze rispetto ai valori ottenuti ai tempi corrispondenti con acido nicotinico: * p < 0,001. 
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TasBettA II - Valori della bilirubinemia totale dopo somministrazione endovenosa di una dose unica 
di acido nicotinico o di acido 3-piridilacetico; medie relative ai soggetti riuniti in classi per eta. 


Bilirubina 100 cc di siero 
Limiti Numero 
delle classi | soggetti - - 
anni nella classe acido nicotinico acido 3-piridilacetico 
basale - basale 
dopo h dopo 3h dopo 1'4 h dopo 3h 
2-3 7 309,57 487,42 402,42 313,00 345,14 323,14 
4-6 12 389,06 §62,08 457,58 381,16 422,58 399,58 
7-9 10 294,20 460,30 389,00 296,10 324,80 312,00 
10-12 II 304,18 446,18 414,36 312,27 343,45 334.54 


La bilirubina é stata dosata con il metodo di 
Jendrassik e Grof; in tutti i casi da noi presi 
in esame ¢ comparsa sempre e solo bilirubina 
indiretta. 

Il 3-PAA, alle dosi da noi impiegate, rispetto 
all’A.N., ha dimostrato di possedere una mi- 
gliore tolleranza; infatti, in quasi tutti i casi, 
subito dopo la somministrazione dei farmaci, 
si sono verificati alcuni disturbi secondari (ce- 
falea, arrossamento e prurito cutaneo), che per 
intensita e durata si sono rivelati, per lo stesso 
soggetto, di entita minore per il 3-PAA. 


b) Risultati. 


Nella tabella I figurano i valori medi della 
bilirubinemia totale espressa in yg/100 cc di 
siero nei prelievi eseguiti prima e dopo un’ora 
e€ mezza, 3 e 6 ore dal trattamento. Nella 
tabella II sono riportate le variazioni della bili- 
trubinemia, dopo somministrazione endovena 
di un’unica dose di A.N. e di 3-PAA, relative 
ai bambini riuniti in classi per eta. 

Il grafico 1 riporta poi i valori medi delle 
variazioni percentuali, comparativamente con 
i due preparati. 

L’esame delle tabelle ¢ del grafico permette 
di fare le seguenti considerazioni: 


1) nei nostri casi, le variazioni del tasso di 
bilirubina da A.N. sono sovrapponibili, sia 
come entita che come durata, a quelle ormai 
note e di cui abbiamo gia accennato piii sopra. 

Considerando infatti i valori medi riportati 
nel grafico, si osserva che dopo un’ora e mezza 
si sono avuti incrementi percentuali medi di 


+. 49,79, che decrescono alla 3* ora a + 27,60 
per portarsi, infine, alla 6* ora, quasi ai valori 
di partenza (+ 1,37). 

BE questo infatti il tipo abituale di curva bili- 
rubinemica che si riscontra, nei soggetti nor- 
mali, dopo carico con A.N.; 


2) anche il 3-PAA ha indotto modifica- 
zioni del tasso bilirubinemico, con un incre- 
mento medio percentuale, non superiore tut- 
tavia a + 10,25 al primo controllo, ed un 
progressivo ritorno ai valori di partenza alla 
6* ora (+ 0,16); 

+ 50- 
+40- 
+30- 
+ 20- 


+ 10- 


3 


6 ore 


Grafico 1 — Valori medi delle variazioni percentuali 
della bilirubinemia totale dopo carico con acido nico- 
tinico e con acido 3-piridilacetico. 

(linea continua: acido nicotinico; linea tratteggiata: acido 

3-piridilacetico). 
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3) molto evidenti, quindi, appaiono le dif- 
ferenze tra variazioni del tasso bilirubinemico 
osservate dopo somministrazione di A.N. e 
quelle indotte dal carico con 3-PAA, nel senso 
di un maggiore incremento determinato dal- 
l’A.N. sia al primo controllo, che dopo 3 ore 
dal carico. 

L’analisi statistica dei valori, infatti, ha dimo- 
strato che tali differenze sono altamente signi- 
ficative (p < 0,001); 


4) nessun particolare comportamento della 
curva bilirubinemica abbiamo potuto osservare 
nei 10 casi in cui il 3-PAA @ stato sommini- 
strato prima dell’A.N.; anche l’eta ed il sesso 
non hanno svolto alcuna evidente influenza 
sui risultati. 


CONCLUSIONI 


Dalle nostre ricerche risulta che il comporta- 
mento della bilirubinemia costituisce uno degli 
indici biologici nei riguardi del quale é assai 
ben evidente la differenza farmacodinamica 
fra le due sostanze. Infatti, il confronto fra i 
. valori di bilirubinemia da carico di A.N. o da 
carico di 3-PAA negli stessi soggetti, non af- 
fetti da epatopatie, conferma per il carico di 
A.N. risposta iperbilirubinemizzante gia 
nota e dimostra per il carico di 3-PAA che 
questa risposta é assai limitata come entita ¢ 
comunque nettamente inferiore a quella che si 
ottiene con dosi uguali di A.N. 

Non vi sono elementi, allo stato attuale delle 
nostre conoscenze, che consentano di interpre- 
tare questa differenza di azione; del resto, gid 
sull’origine dell’iperbilirubinemia da A.N. re- 
gnano, come abbiamo accennato prima, incer- 
tezze notevoli. 

Forse non si potra escludere a priori il fat- 
tore vasodilatazione, spiccato per I’A.N.; 
tuttavia non riteniamo di potervi attribuire per 
il momento una decisiva importanza, mancan- 
doci qualsiasi dato sulla circolazione epatica 
dopo trattamento con le sostanze da noi stu- 
diate e riferendosi le differenze sull’effetto va- 
sodilatante soltanto alle osservazioni rilevabili 
sui distretti cutanei. Se poi si considerano i 
nostri dati sul 3-PAA, tenendo presente che 
questo composto non viene praticamente me- 
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tabolizzato nell’organismo, mentre |’A.N. su- 
bisce le ben note trasformazioni, si prospetta 
la necessita di indagare gli effetti dei singoli 
prodotti di queste trasformazioni sulla biliru- 
binemia del soggetto normale e dell’epato- 
paziente. Una ricerca orientata in tal senso po- 
trebbe per lo meno far escludere che I’effetto 
iperbilirubinemizzante sia da attribuire ai pro- 
del ricambio della molecola dell’A.N. 


Concludendo, possiamo quindi affermare che, 
alla luce delle attuali conoscenze, il 3-PAA 
dimostra di essere un farmaco assai pit idoneo, 
rispetto all’A.N., per essere impiegato nella tera- 
pia degli stati ipercolesterolemici e delle turbe 
del metabolismo lipidico con esso connessi. 

Tuttavia l’A.N. resta il farmaco di elezione 
quando si voglia sfruttare la sua azione vitami- 
nica, quella vasodilatatrice e quando si voglia 
utilizzarlo nella diagnostica funzionale epatica. 


RIASSUNTO 


Gli AA. hanno studiato le variazioni del tasso ema- 
tico di bilirubina dopo somministrazione singola per 
via endovenosa di acido nicotinico e di acido 3-piri- 
dilacetico alla dose di 2 mg pro kg di peso corporeo. 
La ricerca, condotta con entrambi i prodotti, su 40 
bambini di eta compresa tra 2 e 12 anni, ha confer- 
mato la risposta iperbilirubinemica da carico con acido 
nicotinico ed ha dimostrato che questa risposta é 
limitata dopo somministrazione di acido 3-piridila- 
cetico: le differenze sono altamente significative. 


RESUME 


Etude comparative sur action hyperbilirubinémiante de 
acide nicotinique et de l’acide pyridil-3-acétique. 

Les auteurs ont étudié les variations du taux héma- 
tique de la bilirubine aprés une administration unique 
par voie intraveineuse d’acide nicotinique et d’acide 
pyridil-3-acétique 4 la dose de 2 mg par kg de poids 
corporel. La recherche effectuée avec les deux pro- 
duits sur 40 enfants 4gés de 2 4 12 ans, a confirmé la 
réponse hyperbilirubinémique 4 la suite d’une charge 
d’acide nicotinique et a démontré que cette réponse 
est limitée aprés administration d’acide pyridil-3-acé- 
tique: les différences sont hautement significatives. 


RESUMEN 


Estudio comparativo sobre la accién hiperbilirrubinemiante 
del dcido nicotinico y del dcido piridil-3-acético. 
Los AA. han estudiado las variaciones de la tasa 
hematica de bilirrubina luego de una sola adminis- 
tracién por via intravenosa de acido nicotinico y de 


ante 


tasa 
1inis- 
y de 


acido piridil-3-acético a la dosis de 2 mg por kilo 
de peso corporal. La investigaciOn realizada con 
ambos productos en 40 nifios de 2 a 12 afios de edad, 
ha confirmado la respuesta hiperbilirrubinémica por 
sobrecarga con acido nicotinico y ha demostrado 
que esta respuesta sufre una limitacién después de la 
administracion de acido piridil-3-acético: las dife- 
rencias son notablemente significativas. 


SUMMARY 


Comparative study on the hyperbilirubinemic action of 
nicotinic acid and 3-pyridineacetic acid. 

The Authors studied the variations of the bilirubin 
blood levels after single intravenous injections of 
nicotinic acid and 3-pyridineacetic acid at a dose of 2 
mg per kg/bodyweight. The study of both products, 
which was performed on 40 children ranging from 
2 to 12 years of age, confirmed the hyperbilirubin- 
emic response after a dose of nicotinic acid, and dem- 
onstrated that said response is limited after adminis- 
tration of 3-pyridineacetic acid. The differences are 
highly significant. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Vergleichende Untersuchungen iiber die durch Nicotinsdure 
und 3-Pyridylessigsdure hervorgerufene Hyperbiliru- 
bindmie. 

Die Autoren haben die Verainderungen des Biliru- 
bingehaltes im Blut nach einer endovenésen Einzel- 


gabe von 2 mg/kg K6rpergewicht von Nicotin- 
sdure und 3-Pyridylessigsiure untersucht. Die Unter- 
suchungen wurden an 40 Kindern im Alter von 
2-12 bien durchgefiihrt. Sie haben bestitigt, dass 
die Nicotinsdure den Bilirubinspiegel im Blut erhéht, 
wihrend dies nach Gaben von 3-Pyridylessigsiure 
nur beschrinkt der Fall ist. Die festgestellten Unter- 
schiede sind sehr bedeutungsvoll. 
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LABORATORIO DELLA DIREZIONE CENTRALE MEDICA DELLA LEPETIT S.p. A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Iperossaluria nella carenza di piridossina 


G. PASQUARIELLO - L. T. 


Un’alterazione metabolica caratterizzata da 
iperossaluria stata riscontrata da Gershoff 
Coll. in animali piridossino-carenti. 

Questa osservazione riapre sotto un certo 
aspetto il problema riguardante i rapporti tra 
formazione di calcoli renali e carenze vitami- 
niche che, pit di venticinque anni or sono, 
fu prospettata da Higgins (1933, 1935), il quale 
usd diete deficienti in vitamina A per la produ- 
zione sperimentale di calcoli a ratto. Tale 
carenza venne indicata tra i vari fattori respon- 
sabili di calcolosi renale anche nell’uomo, ma la 
relazione tra il fenomeno sperimentale e la 
malattia umana non é stata accertata, né in cal- 
colotici studiati sotto questo profilo sono stati 
trovati segni di carenza in vitamina A (Council 
of Pharmacy and Chemistry). 

Pitt recentemente, come s’é detto, le ricerche 
di Gershoff e Coll. (1959-61), condotte su ani- 
mali ed in patologia umana (4-9), hanno messo 
in evidenza l’instaurarsi di iperossaluria, fino 
alla formazione di calcoli di ossalato, in rap- 
porto ad una carenza in vitamina Bg. 

In campo sperimentale i suddetti AA. hanno 
infatti constatato che: a) nel gatto tenuto a 
dieta piridossino-priva, con la sintomatologia 
tipica della carenza, si riscontrano una notevole 
iperossaluria e la deposizione di cristalli di os- 
salato nel parenchima renale, soprattutto cor- 
ticale, con fatti di calcinosi interessanti fino a 
3/4 dell’organo (4); b) nel ratto alimentato con 

ieta carente in piridossina si osservano gli 
stessi reperti renale ed urinario, pit evidenti se 
alla carenza dietetica viene aggiunta glicina o 
un’antivitamina (desossipiridossina, isoniazide) 
© aumentato l’apporto di caseina (5); tali re- 
perti sono riproducibili in ratti alimentati con 
dieta priva non solo di piridossina ma anche 
di ossalato, a conferma che la carenza in Bg in- 


TENCONI 


cide sulla produzione endogena di acido ossa- 
lico. Questi reperti sono correggibili con la 
somministrazione di adeguate quantita di pi- 
ridossina (6); c) la iperossaluria e la precipita- 
zione di ossalato sono influenzate, negli ani- 
mali piridossino-carenti, dalle variazioni di Ca, 
di Mg e di vitamina Bg nella dieta, nel senso 
che un maggiore apporto di Ca, specialmente 
se associato ad una diminuzione di Mg, com- 
porta un aumento dei depositi di ossalato, 
mentre una dieta ricca di Mg, aumentando la 
escrezione di citrato, riduce notevolmente i 
depositi di ossalato (nonché l’eliminazione di 
acido xanturenico) e lascia invece immodifi- 
cata l’ossaluria (7). 

Estendendo le osservazioni alla fisiopatologia 
umana, Gershoff e Coll. riportano che in sog- 
getti a dieta ritenuta gia sufficiente per l’ap- 
porto di vitamina Bg, la somministrazione di 
questa vitamina ridurrebbe la quantita di os- 
salato eliminata con le urine (8). Successiva- 
mente gli stessi AA. hanno studiato in 18 cal- 
colotici l’eliminazione urinaria di acido xan- 
turenico, di acido piridossico, di acido citrico 
e di acido ossalico, e l’eliminazione delle stesse 
sostanze in 12 soggetti normali, constatando 
che nei primi veniva climinata una maggiore 

uantita di acido xanturenico e di acido piri- 
j we (indice di carenza piridossinica) ed una 
minore quantita di acido citrico (solubiliz- 
zante dell’ossalato) rispetto ai normali; un ca- 
rico di triptofano determinava nelle urine dei 
calcolotici un aumento sia dell’acido xanture- 
nico che dell’acido ossalico, in quelle dei nor- 
mali un aumento solo di quest’ultimo; un ca- 
rico di Bg, infine, riduceva l’eliminazione di 
ossalato e di acido xanturenico (9) in entrambi 
i gruppi, lasciandovi invece invariata l’escre- 
zione di acido citrico. 
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Queste ricerche, oltre a dimostrare che nel- 
l'uomo la vitamina Bg riesce a influenzare, 
diminuendola, |’eliminazione di acido ossalico, 
fanno supporre che lo stesso triptofano possa 
interferire sul metabolismo he dal 
momento che la somministrazione di questo 
aminoacido determina una pit elevata elimi- 
nazione di acido ossalico, nei normali e nei cal- 
colotici (oltre che di acido xanturenico, in 
questi ultimi). 

Sul terreno applicativo, i risultati di Gershoff 
e Coll. non hanno trovato una riconferma nel 
caso di iperossaluria primaria illustrato da 
Israels e Coll., e nel quale, in seguito alla som- 
ministrazione parenterale di vitamina Bg alla 
dose di 100 mg/die/4 giorni, non si sono rile- 
vate modificazioni nelle quote di eliminazione 
urinaria di ossalato, aggirantisi sui 100 mg 
pro die (10). 

Ancora recentemente i rapporti della vita- 
mina B, e il ricambio ossalico sono stati ricon- 
siderati da Coryell e Coll. (11), che, con ri- 
cerche basate sulla somministrazione di alcuni 
precursori dell’acido ossalico (glicina, gliossa- 
lato e glicolato) in forma marcata, hanno ri- 
confermato sostanzialmente l’aumento dell’os- 
salato urinario negli animali in carenza piridos- 
sinica: in particolare hanno constatato che, per 
quanto riguarda il C radioattivo legato all’os- 
salato, il suo contenuto nelle urine di ratti 
carenti ¢ maggiore dopo iniezione di gliossa- 
lato o di glicolato che non dopo quella di gli- 
cina e la differenza fra ratti carenti e ratti 
controllo é molto pit elevata dopo iniezione 
di glicolato che non dopo quella degli altri 
due precursori. 


| RICERCHE PERSONALI 


Nei lavori di Gershoff e Coll. — come in 
quello di Coryell — sull’iperossaluria da ca- 
renza piridossinica, l’instaurarsi di questa alte- 
razione metabolica non viene considerata in 
condizioni di carenza da impiego esclusivo di 
desossipiridossina. 

Con le esperienze di Gershoff, infatti, ¢ stato 
visto che la desossipiridossina aumenta notevol- 
mente l’iperossaluria, cosi come, nelle prove 
con desossipiridossina + glicina, l’aggiunta di 
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questo aminoacido riesce a prevenire il calo di 
peso dell’animale incrementando ulteriormente, 
perd, la gid aumentata escrezione di ossalato. 
Ma nell’un caso come nell’altro l’antivitamina 
veniva somministrata ad animali a dieta piri- 
dossino-priva e quindi carenti anche per effetto 
della dieta. 

D’altra parte é ben noto che le lesioni conse- 
guenti alla carenza vitaminica ottenuta con i 
due differenti meccanismi di produzione, quello 
dietetico e quello da antagonismo per antivita- 
mina, non sono perfettamente sovrapponibili, 
soprattutto in funzione delle modalita e del pe- 
riodo di tempo con cui si instaurano le due si- 
tuazioni carenziali. 

Inoltre, volendo valutare le reciproche in- 
terferenze tra l’antivitamina ed um/altra so- 
stanza presumibilmente legata all’azione bio- 
chimica della vitamina carente (nel caso delle 
esperienze in parola, la glicina), il coesistere di 
uno stato carenziale da } potrebbe non con- 
sentire di trarre conclusioni sulle suddette inter- 
ferenze. 

Abbiamo pertanto condotto alcuni esperi- 
menti su ratti a dieta completa ed equilibrata, 
trattati con desossipiridossina o con glicina o 
con desossipiridossina + glicina; per raffronto 
le esperienze sono state estese ad un gruppo di 
animali tenuti alla stessa dieta, privata della pi- 
ridossina. 


MATERIALE E METODI 


Abbiamo adoperato ratti albini maschi pre- 
levati dal nostro allevamento all’eta di 50 giorni 
e alimentati per 60 giorni con la seguente dieta: 
caseina priva di fattori idrosolubili 18 %, amido 
di riso 68%, olio di mandorle 10%, miscela 
salina Osborne-Mendel 4%, vitamina D 50 
U.I., vitamina K 20 gamma, integrata con vita- 
mina A 350 ULL. e alfa-tocoferolo 6 mg una 
volta alla settimana; una volta al giorno, per 
sonda gastrica, venivano introdotti i seguenti 
supplementi vitaminici: tiamina 10 gamma, 
lattoflavina 20 gamma, nicotinamide 300 gam- 
ma, Ca-pantotenato 50 gamma, acido p-ami- 
nobenzoico 3 mg, biotina 0,5 gamma, acido 
folico 1 gamma, vitamina Bj. 0,1 gamma, 
inosite 1,5 mg ¢ colina 3 mg. 


L’apporto vitaminico giornaliero era com- 
pletato, in un gruppo di ratti, dalla sommini- 
strazione di 30 gamma di piridossina. Un altro 
gruppo di 15 ratti invece é stato tenuto, per 
lo stesso periodo di 60 giorni, alla dieta pre- 
cedentemente descritta, privata del contenuto 
in piridossina. 

Una parte dei ratti tenuti a dieta com- 
pleta, dopo i primi 30 giorni, é stata sotto- 
posta a trattamento con desossipiridossina, 
condotto per altri 30 giorni. La desossipiri- 
dossina & stata somministrata alla dose di 
400 gamma/capite per os (in due sottodosi di 
200 gamma). 

Sia nel gruppo trattato che in quello non 
trattato con Eacedaliatendan é stata sommi- 
nistrata glicina ad un certo numero di ratti: 
questa veniva iniettata endoperitoneo, in 
un’unica dose di 400 mg, al 60° giorno, e 
cioé immediatamente prima di iniziare la 
raccolta delle urine. 

Le urine sono state raccolte per 24 ore, te- 
nendo l’animale a digiuno, ad eccezione del- 
l’acqua che veniva data ad libitum. Nelle urine 
é stato dosato l’acido ossalico, col metodo di 
Powers e Levatin (12). Nei ratti di controllo 
(dicta completa e nessun trattamento) ed in 
quelli trattati con desossipiridossina é stata ese- 
guita la cromatografia dei metaboliti urinari 
del triptofano e calcolato l’indice xanturenico, 


TaABELLA I - Analisi cromatografica dei metaboliti 

urinari del triptofano (dopo carico orale di 500 mg 

pro chilo di triptofano) in ratti trattati e non trattati 
con desossipiridossina (punteggi medi). 


Desossipiridos- 


Controlli sina (*) 


3-OH-chinurenina .......... 

Coniugato acido antranilico . +4 
Acido xanturenico.......... | + + +++ + 
Acido chinurenico .......... | 
N-acetil-3-OH-chinurenina .. | + 
N-acetil-chinurenina ........ + | +44 


Acido antranilico ........... 


(*) Desossipiridossina 490 » pro die pro capite per 32 giorni. 


luna e¢ l’altro dopo carico orale di s00 mg/kg 
di triptofano. 

La cromatografia ascendente é stata ese- 
guita su carta Whatman n. 1, con solvente di 
Partridge (butanolo-acido acetico glaciale-H,O 
40:10:50), su 1/500 delle urine raccolte nelle 
24 h successive alla somministrazione del trip- 
tofano. La lettura é stata compiuta all’U.V. 
L’indice xanturenico é stato calcolato mediante 
la formula di Chiancone (13). 


RISULTATI E CONCLUSIONI 


Nella tabella I sono sintetizzati, in punteggi 
medi arbitrari, i risultati dell’analisi cromato- 
grafica dei metaboliti urinari del triptofano, 
dopo carico di questo aminoacido, nei ratti 
di controllo ed in quelli che avevano ricevuto 
per 30 giorni desossipiridossina. 

Le caratteristiche del cromatogramma I’ele- 
vato indice xanturenico (11,45 +0,76) in questa 
seconda serie di ratti comprovavano che il trat- 
tamento con desossipiridossina aveva determi- 
nato una ben evidente carenza in piridossina. 

Nella tabella II sono riassunti i risultati del 
dosaggio urinario dell’acido ossalico nei di- 
versi esperimenti. Questi risultati mostrano 
chiaramente che, rispetto ai ratti di controllo, 
una pit alta eliminazione di ossalato si riscon- 
tra — oltre che nella carenza da dieta — anche 
nei ratti resi carenti soltanto con desossipiri- 
dossina ed in maniera statisticamente signifi- 
cativa (p < 0,02). 

L’iperossaluria risulta ancora pit evidente 
nelle esperienze con glicina, nelle quali il con- 
fronto con i ratti di controllo appare pit signi- 
ficativo (p < 0,01). 

Da notare tuttavia che la somministrazione 
di desossipiridossina non ha ulteriormente au- 
mentato l’iperossaluria determinata dalla gli- 
cina, in accordo con quanto segnalato da 
Coryell e Coll., a proposito delle esperienze 
con tale precursore in rattia dieta piridossino- 
-carente (11). Nelle nostre esperienze la som- 
ministrazione di glicina ha infatti determinato 
una iperossaluria pitt o meno della stessa entita 
nei ratti trattati con desossipiridossina e in 
quelli non trattati, con differenze non signifi- 
cative tra i due gruppi di esperienze. 
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TaseLta II — Eliminazione urinaria di acido ossalico 
in ratti con carenza piridossinica da dieta o da desossi- 


piridossina. 
| Ossaluria (;/24 ore) 
| N. | 
| | (tes) (*) | 
| | 
eee | 10 482 + 27 
| 
| 5 978 + 20 < 0,01 
| | 
Desossipiridossina.. | 15 729 + 67 < 0,02 
Desossipiridossina | 
| giicina ...... 6 | 848471 < 0,01 
| 
Dieta carente in piri- | 
|1141 + 172 < 0,05 


(*) La significativita (p) delle differenze é valutata rispetto ai 
controlli. (**) La significativita della differenza tra questo gruppo 
€ quello trattato con desossipiridossina ¢ di p < 0,05. 


Il fatto fondamentale che si dimostra speri- 
mentalmente é quindi costituito dall’aumen- 
tata escrezione urinaria di acido ossalico in 
animali resi carenti in piridossina per tratta- 
mento con antivitamina. 


Il meccanismo con cui si instaura questa al- 
terazione metabolica non é di facile interpre- 
tazione, anche per la conoscenza non esatta- 
mente definita sulla derivazione metabolica 
dell’acido ossalico nelle varie forme di iperos- 
saluria ¢ soprattutto in quella primaria (14) e 
nell’ ossalosi (15). 

La dipendenza dell’iperossaluria dalla ca- 
renza piridossinica potrebbe far prospettare, 
come prima ipotesi, un intervento del tripto- 
fano nel metabolismo dell’acido ossalico. Tut- 
tavia non abbiamo elementi per stabilire se 
la deviazione del metabolismo intermedio del 
triptofano — anche da noi documentata attra- 
verso l’elevata eliminazione urinaria di acido 
xanturenico — e iperossaluria sono due 
manifestazioni semplicemente concomitanti e 
indipendenti della carenza piridossinica 0 se la 
seconda sia diretta conseguenza della prima 
lesione biochimica. 

L’aumentata ossaluria che si riscontra dopo 
carico di triptofano potrebbe riportarsi, nella 
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prima delle due suddette ipotesi, al fatto che 
somministrazioni di triptofano (il quale, com’é 
noto, impegna per il suo metabolismo il pi- 
aggravano in genere le ma- 
nifestazioni da carenza in Bg. Una pit elevata 
eliminazione di acido ossalico dopo carico di 
triptofano potrebbe quindi derivare dalla sot- 
trazione di piridossal-fosfato, coenzima di varie 
reazioni, determinata dal triptofano stesso. 

Nell’ipotesi di una pit stretta dipendenza 
tra deviazione del sondeeliaae del triptofano 
e iperossaluria risulta suggestivo un accosta- 
mento dei reperti sperimentali ora presentati 
con alcune sindromi familiari, tra cui quella 
di Hartnup, legate a deviazioni metaboliche 
della stessa linea triptofano - acido nicotinico; 
in queste forme, cosi come nella glicinuria 
con nefrolitiasi di De Vries e Coll. (16) ¢ 
nella ossalosi a carattere tesaurismosico di De 
Toni e Coll. (17), la lesione biochimica é 
riferita ad un difetto enzimatico congenito. 

D’altra parte é anche da prendere in consi- 
derazione l’intervento della vitamina B, nel 
normale metabolismo di un altro aminoacido, 
la glicina, e le esperienze di Coryell e Coll. (11), 
soprattutto quelle con glicolato, riconfermano, 
a proposito della carenza dietetica di piridos- 
sina, l’importanza di tale intervento. 

A questo propo ito, tra i meccanismi atti a 
interpretare la correlazione tra deficit piridos- 
sinico e iperossaluria, ci sembra non sia da tutto 
da escludere la possibilita di una deviazione 
del normale metabolismo della glicina, nel 
senso di una trasformazione dell’acido glios- 
silico, anziché in acido formico, in acido ossa- 
lico, per difetto dei processi di decarbossilazione. 

In tema di patologia spontanea dell’uomo, 
tuttavia, ogni trasferimento delle su esposte os- 
servazioni sperimentali é allo stato attuale az- 
zardato. I risultati negativi registrati da Israels 
e Coll. in un caso di nefrolitiasi ossalica trat- 
tato con vitamina Bg testimonierebbero per 
la prematurita di un tale trasferimento. 

Di fronte a sindromi che riconoscano genesi 
diverse, come quelle iperossaluriche, non pud 
escludersi che i meccanismi patogenetici pos- 
sano coinvolgere alterazioni biochimiche di 
cicli metabolici differenti 0 realizzantisi a livelli 
diversi di un dato ciclo metabolico. 


| 

| 


RIASSUNTO 


In ratti resi piridossino-carenti per impiego esclu- 
sivo con antivitamina (desossipiridossina) si rileva 
un significativo aumento della ossaluria. L’alterazione 
metabolica é assimilabile a quella riscontrata in ca- 
renza piridossinica da dieta ed a quella da dieta + 
+ trattamento antivitaminico, segnalate in lettera- 
tura. La somministrazione di glicina non ha aumen- 
tato il grado di ossaluria negli animali trattati pit di 

uanto si sia riscontrato, con la somministrazione 
della stessa glicina, negli animali non trattati. Viene 
considerata, nella interpretazione dei suddetti reperti, 
la possibile interferenza che il metabolismo di alcuni 
aminoacidi (triptofano, glicina) esercita sulla normale 
eliminazione dell’acido ossalico. 


RESUME 


Hyperoxalurie dans la carence en pyridoxine. 

Chez des rats carencés en pyridoxine par l’emploi 
exclusif d’antivitamine (désoxypyridoxine), on ob- 
serve une augmentation significative de l’oxalurie. 
L’altération métabolique est assimilable 4 celle ren- 
contrée dans la carence en pyridoxine due au régime 
ainsi qu’a celle due au régime + traitement antivita- 
minique, signalées en littérature. L’administration de 
glycocolle n’a pas augmenté le degré d’oxalurie chez 
les animaux traités, plus de ce que |’on aurait rencon- 
tré avec l’administration de ce méme glycocolle chez 
les animaux non traités. Dans l’interprétation des ob- 
servations susdites, on considére ]’interférence pos- 
sible que le métabolisme de certains amino-acides 
(tryptophane, glycocolle) exerce sur |’élimination nor- 
male de l’acide oxalique. 


SUMMARY 


Hyperoxaluria in pyridoxine deficiency. 


Rats made deficient in pyridoxine by the exclusive 
use of anti-vitamin (desoxypyridoxine) show a signifi- 
cant increase of the oxaluria. This metabolic alter- 
ation is similar to that encountered in pyridoxine 
deficiency due the diet and to diet + anti-vitamin 
treatment mentioned in the literature. The adminis- 
tration of glycine did not increase the degree of 
oxaluria in the treated animals as compared with that 
encountered in untreated ones after administration of 
glycine itself. In interpreting the above findings, con- 
sideration is given to the possible interference which 
the metabolism of some amino acids (tryptophan, 
glycine) exerts on normal elimination of oxalic acid. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Hyperoxalurie als Folge von Pyridoxinmangel. 

In Ratten, welche ausschliesslich pyridoxinfrei unter 
Verwendung von Antivitamin (Desoxypyridoxin) 
ernahrt werden, wird eine beachtliche Zunahme der 


Oxalurie beobachtet. Die Verschiebung des Metabo- 
lismus ist mit der, durch Pyridoxinmangel in der 
Nahrung sowie mit durch Nahrung + Bahandlung 
mit Antivitamin hervorgerufenen und aus der Lite- 
ratur bekannten, vergleichbar. Die Verabreichung 
von Glycin erhéht den Grad der Oxalurie bei den 
behandelten Tieren nicht mehr als dies bei den 
unbehandelten Tieren, bei gleichen Glycingaben, der 
Fall ist. Bei der Deutung der Befunde wird die 
Méglichkeit einer Beeinflussung der normalen Aus- 
scheidung von Oxalsdure durch den Metabolismus 
einiger Aminosduren (Tryptophan, Glycin) Rech- 
nung getragen. 


RESUMEN 


Hiperoxaluria en la carencia de piridoxina. 


En ratas con carencia piridoxinica provocada por 
el empleo exclusivo de antivitamina (desoxipirido- 
xina) se observa un marcado aumento de la oxaluria. 
La alteracién metabdlica es asimilable a la observada 
en carencia piridoxinica por dieta y a la por dieta + 
+ tratamiento antivitaminico, sefialadas en la lite- 
ratura. La administracién de glicocola no aumenté 
el grado de oxaluria en los animales tratados mas 
de lo que fué dado observar con la administracién 
de la misma glicocola, en los animales no tratados. 
En la interpretacién de los susodichos hallazgos, se 
considera la posible interferencia que el metabolismo 
de algunos aminoacidos (tript6fano, glicocola) ejerce 
sobre la normal eliminacién del acido oxalico.§ 
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Kuroiwa H. - Rapporto tra vitamina E e lipidi 
nella necrosi epatica alimentare. Osaka Daigaku 
Igaku Zasshi, 1960, 12, 243 (Chem. Abstr., 1960, 
54, 17595). 

Lee S. C. — Studi sulle lesioni degli organi genitali 
ed endocrini nella carenza vitaminica E. Vitamins, 
1960, 21, 528. 

LeITNER Z. A., Moore T. e COLL. - Vitamine A ed 
E nel sangue umano. II) Livelli di vitamina E nel 
sangue degli uomini e delle donne inglesi. Brit. J. 
Nutr., 1960, 14, 281 (Chem. Abstr., 1961, 55, 1834). 

MaptespEN D. C. e Loosut J. K. — La distrofia musco- 
lare nutrizionale nei vitelli. II) L’aggiunta di selenio 
e di tocoferolo ad una dieta distrofogena basale 
contenente olio di fegato di merluzzo. J. Dairy 
Sci., 1960, 43, 645 (Chem. Abstr., 1960, 54, 18704). 

Marvin H. N., Dinninc J. S. e Coit. Sopravvi- 
venza degli eritrociti nelle scimmie carenti in vita- 
mina E. Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y.), 1960, 105, 473. 

Maurus P. — L’effetto delle vitamine liposolubili 
A, D, E sul sistema ipofisario e corticosurrenale. 
Thesis, 1959, pag. $7 (Nutr. Abstr. Rev., 1961, 
31, 53). 

Mayor ZARAGOZA F. e GARCIA FERRANDIZ F. - 
Coenzima Q ed alfa-tocoferolo. Loro importanza 
nel trasporto terminale degli elettroni e nella fo- 
sforilazione ossidativa. An. Acad. Farm. (Madr.), 
1960, 26, 129 (Index med., 1961, 2, 311). 

McEwen J. E. - Una curva di taratura secondo Spek- 
ker per le determinazioni routinarie di vita- 
mina E. Lab. Pract., 1960, 9, 427 (Nutr.. Abstr. Rev., 
1961, 31, 70). 

Pasvocet M. W. - La vitamina E nell’alimentazione 
del pollame. Aliment. anim., 1960, 4, 205 (Chem. 
Abstr., 1960, 54, 19887). 

Smakova A. I. - La glutamina del muscolo schele- 
trico in corso di atrofia provocata da avitami- 
nosi E e da tirotossicosi. Ukrain Biokhim. Z., 1959, 
31, 338 (Chem. Abstr., 1960, 54, 16616). 

SLATER E. C. —- Possibile funzione della vitamina E 
nella catena respiratoria. Wiss. Veroffentl. deut. 
Ges. Ernahrung., 1959, 4, 52 (Chem. Abstr., 1960, 
54, 14395). 

TRAUTMANN I. — Risultati della terapia vitaminica E 
nei diabetici. Klin. Mbl. Augenheilk., 1960, 137, 
194 (Index med., 1961, 2, 311). 

Varca I. ¢ Szinay G. - Un caso di miopatia grave 
trattata assai bene con vitamina E. Orv. Hetil., 
1960, 101, 1030 (Index med., 1960, 1, 3229). 

VerZAR F. — Effetto del dl-alfa-tocoferolo acetato 
e del selenio sulla creatinuria nei ratti vecchi. Ge- 
rontologia (Basel), 1959, 3, 232 (Chem. Abstr., 
1960, 54, 25264). 

WiIttemssens P. ¢ Hutk J. J. — Studi sulla presbiacusia 
nei pazienti con degenerazione maculare senile 
¢ trattamento con vitamine A ed E (Rovigon) 0 
con 1-8307 Roche. Pract. oto-rhino-laryng. (Basel), 
1960, 22, 439 (Index med., 1961, 2, 309). 
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VITAMINA F 


BLOMSTRAND R. e CHRISTENSEN S. - Composizione 
in acidi grassi dei lipidi aortici dei galletti nello 
stadio iniziale di aterosclerosi provocata mediante 
colesterolo o stilbestrolo. Nature, 1961, 189, 376. 


Caren R. e Corso L. - Regolazione del metabo- 
lismo dell’acido arachidonico mediante un fattore 
pancreatico. Clin. Res. Proc., 1961, 9, 98. 


Coprock J. B., Dantets N. W. e Coit. Conte- 
nuto di acidi grassi essenziali nelle uova di gallina. 
Lancet, 1961, 1, 117. 

DenisENKO Y. I. e Votkova I. N. — Determina- 
zione spettrofotometrica degli acidi linoleico e 
linolenico nell’olio di mais e di sorbo. Izv. Vysshikh 
Ucheb. Zavedenii, Pishchevaya Tekhnol., 1960, 3, 
28 (Chem. Abstr., 1961, 55, 1959). 

FisHer H., Weiss H. S. e Cout. — Influenza degli 
acidi grassi e degli steroli sull’aterosclerosi_nel- 
aorta addominale dei volatili. Proc. Soc. exp. Biol. 
(N. Y.), 1961, 106, 61. 

Gey K. F. e Pretscuer A. —- Incapacita dell’olio di 
mais raffinato di influenzare- l’arteriosclerosi spon- 
tanea in galline vecchie. Nature, 1961, 189, 491. 


Hammer H. e HENK W. - Indagini tromboelasto- 
grafiche sopra l’influenza degli acidi grassi insa- 
turi sulla coagulazione nella lipemia alimentare. 
Wien. klin. Wschr., 1961, 73, 102. 

HENNING N. e ScHOn H. —- Terapia dietetica con 
grassi_ricchi in acidi grassi polinsaturi. Fette 
Seifen Anstrichmittel, 1959, 61, 1207 (Chem. Abstr., 
1960, 54, 17587). 

Jerson E. M. - Xantomatosi ipercolesterolemica. 
Trattamento con una dieta a base di olio di mais. 
Brit. med. J., 1961, 1, 847. 

KAUFMANN H. P. e Scumitp G. - La biologia dei 
grassi. XI) Lipidi ricavati dal siero umano sano e 
patologico e da tessuti affetti da xantocromatosi. II) 
Lipidi patologici. Discussione. Fette Seifen Anstrich- 
mittel, 1960, 62, 399 (Chem. Abstr., 1960, 54, 25197). 

Lioyp J. K. e Jukes H. R. - Dieta ricca in acidi 
grassi insaturi. Lancet, 1961, 1, 312. 

Luxomsku P. E., Boskova V. I. e Cott. — Tratta- 
mento con linetol dei pazienti affetti da aterosclerosi 
coronarica. Klin. Med. (Mosk.), 1960, 38, 68 (In- 
dex med., 1961, 2, $73). 

Moranp P. e Sitvestre J. - Un olio vegetale con- 
tenente acidi grassi polinsaturi: olio di vinacciuoli. 
Caratteristiche analitiche, qualita alimentari e¢ 
dietetiche. Ann. fals. et exp. chim., 1960, 53, 193 
(Chem. Abstr., 1960, 54, 18822). 

REDAZIONALE — Conferenza sull’aterosclerosi. Uni- 
versita di Glasgow e Royal. Faculty of Physician 
and Surgeons, 8-10 marzo 1961. Brit. med. J., 
1961, 1, 898. 

ReiseR R. — Metabolismo degli acidi miristico ¢ 
linoleico. USAF Sch. Aviat. Med., 1960, 60, 1 
(Index med., 1960, 1, 3229). 


SCHAUENSTEIN E. e ScHATZ G. — Significato biolo- 
gico della reazione degli acidi grassi polinsaturi 
e dei loro esteri nell’acqua. Fette Seifen Anstrich- 
mittel, 1959, 61, 1068 (Chem. Abstr., 1960, 54, 
19890). 

Supino L., B. e CoLt. Ricerche sul ca- 
rico lipidico con acidi grassi saturi ed insaturi nel- 
Vipertiroidismo. Minerva med. (Torino), 1961, 52, 
186. 

Swett L., Fietp H. Jr. e Cott. Composizione in 
acidi grassi di alcune aree dell’aorta in soggetti 
con aterosclerosi. Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y.), 
1960, 105, 662. 

Tezuka T., OsHima S. e Coit. — Influenza di al- 
cuni lipidi sui livelli serici di colesterolo e di fo- 
sfolipidi. I) Effetto dell’olio di mais e del burro. 
Ann. Rept. Natl. Inst. Nutr., 1959, pag. 14 (Chem. 
Abstr., 1960, 54, 14380). 

VISINTINE R. E., Micuagts G. D. e CoLt. — Studi 
su una frazione di olio di pesce altamente insatura. 
Clin. Res. Proc., 1961, 9, 75. 

Wacner H., WAGNER O. e COLt. — Studi sul conte- 
nuto di acido linoleico nell’organismo animale. 
Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem., 1961, 323, 105. 


VITAMINA H 


Basset M. H. —- Influenza favorevole della biotina 
nel trattamento dell’acne necrotica del cuoio ca- 
pelluto. Bull. derm. syph., 1959, pag. 92 (Int. Z. 
Vitaminforsch., 1960, 30, 443). 

Briccs M. H. — Confronto di alcuni enzimi che 
catalizzano le reazioni dipendenti dalla _biotina. 
N. Z. J. Sci., 1960, 3, 3 (Nutr. Abstr. Rev., 1960, 
30, 1264). 

Briccs M. H. — Nota sull’attivita biologica degli 
isomeri degli omologhi della biotina e dei loro 
sulfoni. N. Z. J. Sci., 1960, 3, 72 (Nutr. Abstr. Rev., 
1960, 30, 1264). 

Briccs M. H. - Gli effetti della biotina e della detio- 
biotina iniettate sulla carcinogenesi da giallo del 
burro nei ratti nutriti con una dieta protettiva. 
Aust. J. biol. Sci., 1960, 13, 196 (Chem. Abstr., 
1960, 54, 15690). 

Burns J. J. e Conney A. H. — Vitamine idrosolubili. 
1) Acido ascorbico, acido nicotinico, vitamina Bg, 
biotina, inositolo. Ann. Rev. Biochem., 1960, 29, 
413 (Index med., 1960, 1, 2953). 

Davipov R. B. e Kructova L. A. Vitamina By, 
acido pantotenico e biotina nel latte delle balie. 
Pediatrija, 1960, pag. 19 (Nutr. Abstr. Rev., 1961, 
31, 79). 

Deatin J. — Trattamento con biotina della malattia 
di Leiner e della dermite seborroica. Comunica- 
zione di dieci casi. Gaz. méd. Fr., 1960, 67, 1501. 

FLETCHER K. e Myant N. B. - La biotina nella sin- 
tesi degli acidi grassi e del colesterolo nel fegato 
di mammifero. Nature, 1960, 188, $85. 
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Hapipon B., Masiak M. e Cott. - La carenza in 
acidi grassi deidrogenati e in biotina. Sua funzione 
patogena in alcune malattie. Pol. Tyg. lek., 1960, 
15, 311. 


Knappre J. — Biotina, il fattore attivo della transcar- 
bossilazione biologica. Dtsch. med. Wschr., 1960, 
85, 1892. 

Kosow D. P. e Lane M. D. —- Ricupero dell’atti- 
vita propionil-carbossilasica  depressa dalla ca- 
renza in biotina in vivo ed in vitro. Biochem. bio- 
phys. Res. Comm., 1961, 4, 92. 

MaARKKANEN T. K. — Studi sull’eliminazione urinaria 
della tiamina, della riboflavina, dell’acido nico- 
tinico, dell’acido pantotenico e della biotina nel- 
Yacloridria e dopo gastrectomia parziale. Acta 
med. scand., 1960, 169, I. 


MaRKKANEN T. K., KALLIOMAKI J. L. e CoLt. - Eli- 
minazione urinaria di tiamina, riboflavina, acido 
nicotinico, acido pantotenico e biotina nei porta- 
tori anemici e non anemici di Diphyllobothrium 
latum. Ann. Med. exp. Fenn., 1960, 38, 133. 

Meskov N. V. — Effetto della tiamina e della bio- 
tina sulla crescita di alcuni microrganismi del ter- 
reno. Mikrobiologija, 1959, 28, 894 (Nutr. Abstr. 
Rev., 1960, 30, 857). 

Praut G. W. - Influenza dell’apporto alimentare 
di biotina sulla fissazione dell’anidride carbonica 
e sulla formazione dell’enzima malico da parte del 
Lactobacillus arabinosus. J. biol. Chem., 1961, 
236, 61. 

PozNnanskaYA A. A. — Effetto della carenza in bio- 
tina sulla biosintesi delle proteine in un organismo 
vivente. Vitam. Akad. Nauk. Ukr., 1959, 4,4 22 
(Chem. Abstr., 1960, 54, 10079). 

SIEPMAN R. e McDOoNnatp J. C. — Attivita esochinasica 
dei lieviti cresciuti in terreni ricchi e carenti in bio- 
tina. Canad. J. Microbiol., 1960, 6, $73 (Index med., 
1961, 2, 349). 

Sma V. T. — Effetto dei batteri sulla formazione 
di biotina e di vitamina B, nel frumento. Mikro- 
biol. Z. (Kiev), 1960, 22, 10 (Chem. Abstr., 1961, 
55, 1810). 

TERROINE T. — Influenza di diverse carenze vitami- 
niche su alcune attivita enzimatiche nel ratto. 
Arch. Sci. physiol., 1959, 13, 387. 

Yosumpa M. e Morimoto H. - Studi sul fabbisogno 
vitaminico del pollame. II) Necessita di tiamina, 
riboflavina, acido nicotinico, acido pantotenico, 
colina, acido folico, biotina e vitamina By nei 
pulcini di razza livornese bianca. Vitamins, 1961, 
22, 26. 


VITAMINA H, 


BECKSCHAFER W. - Esperienze con dosi elevate di 
Osadrin nel trattamento delle malattie reumatiche. 
Miinch. med. Wschr., 1961, 103, 369. 

GreirF D., DoNAHOE H. B. e Cott. — Gli effetti dei 
derivati del paraminobenzoico sulla moltiplica- 
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zione delle rickettsie del tifo. II) Acidi mono- ¢ 
bis-p-alcossibenzoici. Arch. int. Pharmacodyn., 1960, 
127, 413. 

Kitamura M., Nakao M. e Cott. —. Metabolismo 
dell’acido paraminobenzoico. J. Biochem. (Tokyo), 
1960, 47, 60 (Nutr. Abstr. Rev., 1960, 30, 1264). 

McCarthy J. L. e Murpuree R. L. - Atrofia sur- 
renale ed inibizione tiroidea dopo somministra- 
zione di PABA. Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y.), 1960, 
105, $15. 

Natu M. C. e Mecuat S. K. - Effetto del latte ca- 
gliato, dell’acido lattico, del glucosio cicloaceto- 
acetato (idrolizzato) e dell’acido paraminoben- 
zoico sulla sintesi intestinale della tiamina. Indian 
J. Physiol., 1960, 14, 1 (Chem. Abstr., 1960, 54, 
19888). 

E. A. Acetilazione dell’acido paramino- 
benzoico nei disturbi metabolici. Ann. Med. intern. 
Fenn., 1960, 49, 269. 

SzePLaki F. e Pintér Z. — Capacita di acetilazione 
dell’organismo con particolare attenzione alle 
malattie epatiche. Orv. Szle, 1959, 100, 1720 (Chem. 
Abstr., 1961, 55, 755). 

ZyzyNnski W. Determinazione spettrofotometrica 
della salicilamide, dell’acido paraminobenzoico, 
della fenacetina e della caffeina nelle mescolanze 
farmaceutiche. Acta Pol. pharm., 1960, 17, 277 
(Chem. Abstr., 1961, 55, 2020). 


VITAMINA K 


Aracitie D. La vitamina sue indicazioni te- 
rapeutiche. Rev. Prat. (Paris), 1961, 11, 305. 

Anprews C. E. — Trattamento del morso del Cro- 
talus adamanteur; la vitamina K come coadiu- 
vante. A.M.A. Arch. Sur., 1960, 81, 699 (Index med., 
1961, 2, 573)- 

Bropt A. F., Russet P. e Coit. — La funzione della 
vitamina K nella crescita cellulare. Amer. J. Pharm., 
1960, 132, 194 (Chem. Abstr., 1960, 54, 19833). 

CONNOR JOHNSON B., MAMEESH M. S. e COLL. - 
Nutrizione con vitamina K e sterilizzazione me- 
diante irradiazione. Fed. Proc., 1960, 19, 1038, 
parte I. 

Dam H. e SONDERGAARD E. — Meccanismo d’azione 
della vitamina K. Wiss. Veroffentl. deut. Ges. Er- 
nahrung., 1959, 4, 67 (Chem. Abstr., 1960, 54, 
14395). P 

Dam H. e SONDERGAARD E. — Vitamina K. Enzy- 
mes, 1960, 3, 329 (Chem. Abstr., 1960, 54, 18609). 

De Bruyne J. I. — Influenza di una piccola dose di 
vitamina Ky sul livello di bilirubina e sul tempo 
di protrombina nel sangue di bambini prema- 
turi. Ned. T. Geneesk, 1960, 104, 1229 (Chem. 
Abstr., 1960, 54, 16662). 

EpiroriALE — Carenza vitaminica K e coprofagia 
nel ratto. Nutr. Rev., 1960, 18, 306 (Index med., 
1961, 2, 311). 
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EnunG L. R. - La malattia emorragica nel neonato. 
Amer. J. Dis. Child., 1961, 101, 241. 

GorsHKOVA A. M. - Livello di protrombina nel 
sangue ed effetto della vitamina K su di esso nella 
tossicosi eliotropica. Med. Z. Uzbekistana, 1960, 
3, 15 (Chem. Abstr., 1960, 54, 17653). 

GRIMINGER P. e FiscHeR H. — Potenziamento della 
pigmentazione da parte del 2-metil-1,4-naftochi- 
none nei polli in corso di crescita. Poultry Sci., 
1960, 39, 706 (Nutr. Abstr. Rev., 1961, 31, 77). 

HansEN H. G. - Profilassi e terapia con vitamina K 
nei neonati. Z. Kinderheilk., 1960, 84, 327 (Index 
med., 1961, 2, 311). 

KITAMIKADO M. - Fattori che influenzano l’attivita 
antibiotica degli analoghi della vitamina K. Hakko 
Kogaku Zasshi, 1959, 37, 255 (Chem. Abstr., 1960, 
54, 17546). 

Macne R. V. - La vitamina K nella pertosse. Pren. 
méd. argent., 1960, 47, 2398. 

NeseNI R. e HEIDLER G. - La vitamina Kg e le pro- 
prieta di conservazione del latte. Dtsch. Milchwirt- 
sch., 1960, 7, 105 (Chem. Abstr., 1960, 54, 19994). 

Pearse A. G. e Hess R. - L’effetto del menadione 
(vitamina Kg) sull’attivita tetrazolio-reductasica 
del cervello di ratto. Biochem. J., 1961, 78, 35P. 

RicHon J. e Leconte Des Fioris R. — Antagonisti 
della vitamina K. I) Derivati e analoghi della cu- 
marina. Concours méd., 1960, 82, 4517 (Index med., 
1961, 2, $73). 

Sunaca I., TapoKoro S. e Coit. — Studi sulla som- 
ministrazione prolungata di vitamina Kg (mena- 
dione), particolarmente per quanto riguarda lo svi- 
luppo di splenomegalia sperimentale. Gunma J. med. 
Sci., 1959, 8, 357 (Nutr. Abstr. Rev., 1961, 31, 77). 

Vries S. I. e Potter E. - Sull’impiego orale della 
vitamina K, (konakion). Rev. belge Path., 1960, 
27, 164 (Index med., 1961, 2, 311). 

Wavre D. e Neukomm S&S. - Studi sui protettori 
dalle radiazioni e sui sensibilizzatori alle radiazioni 
chimiche. II) L’azione comparativa dell’uretano, 
dell’acetone e del Synkavit sulla crescita e sul con- 
tenuto di acido desossiribonucleico dei fibroblasti 
coltivati in vitro. Oncologia (Basel), 1960, 13, 320 
(Index med., 1961, 2, 311). 


VITAMINA P 


Benarp P. - Il palmitato di ascorbile nella terapia 
dermatologica. Gaz. méd. Fr., 1961, 68, 381. 
Biocu K. - Problemi nel trattamento dell’osteopo- 
rosi con polifloretina fosfato. Miinch. med. Wschr., 

1961, 103, 635. 

Béum K. e LAMprREcHT W. - I flavonoidi e il meta- 
bolismo del miocardio. Arzneimittel-Forsch., 1959, 
13, 543 (Chem. Abstr., 1960, 54, 13405). 

Boxucuava M A. e Sxoseteva N. I. — Trasforma- 
zione delle sostanze flavoniche nella preparazione 


del té. Biohimija, 1960, 25, 404 (Index med., 1960, 
1, 3053). 

Borkowsk! B. — Azione diuretica di alcune sostanze 
flavoniche. Planta med. (Stuttg.), 1960, 8, 95 (Chem. 
Abstr., 1960, 54, 17697). 

BorkowskI B. e Szpunar K. — Effetti spasmolitici 
di alcuni flavonoidi naturali. Pharm. Zentralh., 
1960, 99, 280 (Chem. Abstr., 1961, 55, 899). 

BrANGER F. e STAMM H. - Esperienze con un nuovo 
derivato della rutina, Veneruton Py, [tri-(idros- 
sietil)-rutosid]. Praxis, 1961, 50, 209. 

Carter M. W., Matrone G. e Cott. L’effetto 
della genistina e del suo aglicone sull’aumento 
di peso nel topo. Brit. J. Nutr., 1960, 14, 301 (Index 
med., 1961, 2, 109). 

Cuen J. D. e Rusin H. W. - Menorragia funzio- 
nale: trattamento con bioflavonoidi e vitamina C. 
Curr. Ter. Res., 1960, 2, $39 (Index med., 1961, 
2, $72). 

Davivek J. - Determinazione polarografica della 
rutina negli estratti naturali dopo separazione 
cromatografica su polvere di poliamide. Z. Leben- 
smitt.-Untersuch., 1960, 112, 272 (Chem. Abstr., 
1960, 54, 18889). 

DOERDELMANN P. — Profilassi con flavonoidi della 
malattia emolitica dei neonati. Med. Klin., 1960, 
55, 1719 (Index med., 1961, 2, $73). 

ForRMANEK K. e Hoetter H. Effetti della triidros- 
sietilrutina sull’edema sperimentale della zampa 
di ratto. Wien. med. Wschr., 1960, 110, 697 (Index 
med., 1961, 2, 311). 

Gasor M. - Antagonismo tra anticoagulanti e bio- 
flavonoidi. Blut, 1960, 6, 226 (Index med., 1961, 
2, $73). 

Kroutm M. Attivita antinfiammatoria di cert 
derivati flavonici. Csl. Fysiol., 1960, 9, 376 (Index 
med., 1960, 1, 3053). 

Losova T. M. — L’effetto del glutatione, delle vita- 
mine Bo e B, e della rutina sul livello di coleste- 
rolo nel cervello, nel fegato e nel sangue nell’iper- 
colesterolemia alimentare. Bull. exp. Biol. Med., 
1961, 51, 46. 

Matuies H. e BoeHMeE M. - Un’indagine sperimen- 
tale sugli effetti percutanei della rutina, dell’azu- 
lene e dell’estratto di ippocastano negli animali. 
Med. Mschr., 1960, 14, $17 (Index med., 1961, 2, 311). 

Rapoev A. e Mixuatov M. - I flavonoidi nei fiori 
di tiglio (Tilia parvifolia). Nauc. Tr. Visshiya Med. 
Inst. Sofia, 1959, 5, 307 (Chem. Abstr., 1960, 54, 
$542). 

Rapoev A. e MLapEeNnov A. - Metodo per la deter- 
minazione dei polifenoli (derivati dei flavonoidi) 
nei prodotti di origine biologica. Nauc. Tr. Visshiya 
Med. Inst. Sofia, 1959, 5, 363 (Chem. Abstr., 1960, 
54, 24986). 

SHEKHONIN V. P., FirkovaA E. M. e Cott. - Im- 
piego della vitamina P nella malattia da radiazioni. 
Sborn. Tr. Gosudarst. Nauch-Issledovatel. Inst. Rent. 
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i Radiol., 1959, 10, 409 (Chem. Abstr., 1960, 54, 
25258). 

WacensreTH A. N. - Presenza di due tipi di flavo- 
noidi nel genere Pyrus. Flora, 1959, 147, 164 (Chem. 
Abstr., 1960, 54, 1$539). 


VITAMINA PP 


BARDHAN D. K., BHATTACHARYA R. N. e COLL. - 
Una semplice valutazione fisico-chimica della 
tiamina, della piridossina e della nicotinamide in 
presenza di riboflavina e di pantenolo. I). J. Proc. 
Inst. Chemists, 1960, 32, 86 (Chem. Abstr., 1960, 
54, 20090). 

Biete S., Homeowska H. e Cott. — Attivita cole- 
retica e batteriostatica della N-(idrossimetil)-ni- 
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